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ETUDES BIOLOGIQUES SUR LA VIEILLESSE 


Par Ex. METCHNIKO FF 


I 
Sur le blanchiment des cheveux.et des poils. 


Avec les planches XIII et XIV. 


Beaucoup de peuples sauvages suppriment leurs vieillards, — 


les considérant comme tout a fait inutiles pour la tribu. Les 
peuples civilisés ne les tuent pas, mais les laissent souvent finit 
leur existence par le suicide. Les savants négligent l'étude de 
la vieillesse, ‘un probléme qui présente cependant un trés Braue 


—intérét. 


La vieillesse, telle quelle se présente chez ’homme, doit 
étre considérée comme quelque chose de trés contradictoire 


parmi les phénoménes naturels. L’usure du corps et de lesprit 


nest point accompagnée du besoin de repos, et se manifeste lé 
plus souvent 4 un moment ot instinct de conservation et de 
vie est plus développé. 

Dans cet état de choses, il est facile de supposer que peut-étre 
la vieillesse, telle que nous l’observons actuellement, représenté 
une forme anormale de l’existence, contre laquelle il y aurait 


peut-étre quelque reméde a pherehae Seulement. pour arriver 


ace but, il est d’ abord indispensable de se rendre compte de 
Patrophie sénile d’une facon beaucoup Be complate que cela 


nia été fait jusqu’ a présent. » 


Je me suis done proposé d’étudier la vieillesse au point de 
595 
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vue biologique, etil est tout peiurel de commencer ce travail par 
une recherche sur le mécanisme du blanchiment des cheveux 
et des poils. Ce phénoméne constitue le plus souvent le premier 
signe de la vieillesse qui approche, et est un de ceux qui se pré- 
sentent le plus constamment a un certain age. Il est vrai que le 
blanchiment des cheveux et des poils peut quelquefois se pro- 
duire chez des jeunes gens. On l’a méme observé chez des 
enfants a titre d’exception. Il est non moins vrai qu'il y a des 
vicillards qui ne blanchissent que fort tard, et qui peuvent méme 
atteindre un age trés avancé sans présenter un blanchiment 
‘des cheveux tant soit peu marqué 

A la Salpétriére, il y a en ce moment une vieille femme pres- 
que centenaire (100 ans moins quelques jours), dont la majeure 
partie des cheveux sont encore fortement pigmentés. 

Malgré ces anomalies, la régle générale que les cheveux et 
les poils blanchissent & ’époque de la vieillesse existe non seu- 
lement chez les races humaines les plus variées, mais aussi 
chez d’autres mammiferes. Les chiens et les chevaux, qui vieil- 
lissent beaucoup plus t6t que l'homme, accusent le hlanahi nent 
des poils d’une fagon trés marquée 

Une des questions des plus importantes au sujet: dit blan- 
chiment est de savoir si les cheveux et les poils pigmentés peu- 
vent se décolorer, ou bien si ce ne sont que les cheveux et les 
poils de nouvelle formation qui poussent blancs. Plusieurs 
observateurs penchaient vers cetle derniére conclusion et pen- 
saient que le blanchiment n’est que le résultat d’un vice de 
développement, quand les cheveux et les poils poussent sans 
trace de pigment. Les faits de blanchiment brusque ne concor- 
daient pas bien avec cette opinion, mais on essayait de la sou- 


tenir en admettant que le blanchiment normal suivait d’autres — 


lois que le blanchiment pathologique. 

Cependant Brown-Séquard ! a démontré que, chez des per- 
sonnes d'un certain age, les poils peuvent blanchir en perdant 
leur pigment en un espace de temps trés court. Il a observé chez 


lui-méme, Al’age de quarante-cing ans, que les poils de sa barbe 


blanchissaient en deux jours et méme moins. En arrachant ses 

-poils blanes, il a vu que les nouveaux apparaissent non pas a la 

suite d'un développement de poils jeunes, blanes ds le début, 
{. Archives de physiologie norm. et path., 1869, p. 442. ° Heat 


(Cap Aa he eS 


mee pinee 2 


s 
2 
4 
* 
4 
r 
* 
a 
re 7 
4 
* 


BLANCHIMENT DES CHEVEUX ET DES POILS. 857 


mais se formaient a la suite de la perte de pigment chez des poils 
anciens. Brown-Séquard conclut que ses observations, « mettent 
hors de doute !a possibilité d’une transformation trés rapide 
(probablement en moins d’une nuit) de poils noirs en poils 
blancs » (p. 443). Ce blanchiment se faisait dans des conditions 
normales, sans qu'une forte émotion ou une autre circonstance 
particuliére vint accélérer ce phénaméne. it 

M. Jean Charcot a pu sur lui-méme confirmer la duane de 
‘Brown-Séquard, et m’a donné des poils de ses moustaches et de 
sa barbe qui présentaient tous les états intermédiaires entre le 
noir et le blanc. Le blanchiment s se faisait aussi en un Papnee de 
temps assez court. 

On a depuis longtemps commencé l'étude ee bisnohimemt 
des cheveux, mais le mécanisme de ce phénomene a jusqu’a 
présent échappe aux observateurs. Dans son atlas des cheveux, 
qui jouit de la réputation justifiée d'un ouvrage classique, 
M. Waldeyer ! s’exprime a ce sujet de la facon suivante: « Mal- 
gré que nous connaissions exactement les conditions physiques 
du blanchiment des cheveux, nous n’avons cependant aucun 
point d'appui pour expliquer la disparition de leur pigment. » 
Bientét aprés, M. Ehrmann? s’est mis a étudier le blan- 
chiment précoce. Pour lui, dans ce cas, les cheveux. se déve- 
loppent sans pigment, parce que les cellules conjonctives qui le 
déposent dans les éléments d’origine épidermique ne rem- 
plissent pas leur fonction. ay 

M. Ehrmann admet, avec Riehl, Kélliker et ies autres 
observateurs, que les cellules propres des cheveux ‘sont inca- 
pables de développer les grains pigmentés. Ceux+ci - sont 
toujours produits par les cellules ramifiées du derme, qui péné- 
trent dans la couche épidermique des cheveux et remplissent les 
cellules cornées de pigment. Dans le blanchiment précoce, les 
eellules conjonctives ramifiées sont développees de la facon 
normale. Eh bien, malgré la production ininterrompue du 
pigment dans le derme, le cheveu peut pousser blanc, ‘car le 
pigment n est point transporté dans les cellules cornéesi 

M. Jarisch * a critiqué cette théorie d’Ehrmann, et: on peut 


4 Atlas d. menschl. u. thierisch. Haare. Lahr, 1884, p. 42, 
2. Archiv ftir Dermatologie u. Syphilis, 1885 et 1886. (a eS 
3. Archiv. fiir Dermatologie u. Syphilis, 1892. © ~ CEE 
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considérer comme bien démontré que les granules pigmentaires 
se forment dans l’intérieur des éléments de l’épiderme. M. Post, 
qui a publié un des derniers travaux sur ce sujet, se place sur 
un terrain de conciliation. Pour lui, le pigment se forme dans les 
cellules épidermiques et, entre autres, dans des cellules rami- 
fiées qu’il considére ¢galement comme appartenant a l’épiderme 
et non au tissu conjonctif. D’un autre cété, cet observateur 
pense que les éléments ramifiés peuvent déverser une partie de 
leur pigment dans l’intérieur des cellules épidermiques, confor- 
mément a l’opinion de plusieurs savants déja cités. 

_ Ces discussions sur l’origine du pigment des cheveux ne 


-touchent pas a la question i blanchiment d’une fagon directe, 


mais présentent néanmoins une grande importance pour la solu- 


_ tion de cette question, et c’est pour cela que la théorie du blan- 


chiment précoce, formulée par M. Ehrmann, se rattache A son 
opinion sur le réle des cellules ramifiées dans la pigmentation 
des cheveux. 

-M. Unna*, une des principales autorités pour tout ce qui 
concerne l’histologie de la peau et de ses annexes, ne parait pas 
partager les théories de M. Ehrmann. Il pense qu’elles sont trop 
compliquées, et que Vavenir devra simplifier Vinterprétation 
des faits. M. Unna constate en plus qu'il n’existe encore au- 
cune théorie du blanchiment sénile, et conseille de réunir des 
faits nouveaux sur l’atrophie du pigment des cheveux dans les 
conditions diverses, 

Mais comme ce n’est pas d’aujourd’hui qu’on s'est mis & 
étudier les phénoménes du blanchiment des cheveux, il est 
évident que, dans la recherche de faits nouveaux, il est néces- 
saire d’avoir quelque point d’appui capable de guider les obser- 
vateurs. 
| Ayant la conviction, basée sur des données précises, 
que la phagocytose joue un réle prépondérant dans les atro- 


phies en général, nous nous sommes demandé si lathéorie phago— 


cytaire ne serait pas capable d’éclaircir la question de la dispa- 
rition du pigment des cheveux et des poils. Nous nous sommes 
done mis 4 Vétude, espérant d’un cété contribuer a la solution 
du probléme de Patrophie du pap tes et, de as ie oe une 


1, Virchow’s Archiv, 1894, t. CXXXV, p. 479. 
2. Die Histopathologie der Hautkrankheiten, Berlin, 1894, p- 1082. 
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nouvelle pierre de touche de la viabilité et de l’utilité de la théorie 
des phagocytes. 
- Nous nous sommes adressé d’abord a des vieux chiens, dont 
les poils ont présenté un blanchiment plus ou moins avancé. 
Seulement, avant d’exposer les résultats de nos observations sur 
la perte de pigment, nous devons dire quelques mots sur les 
poils de chiens jeunes et normaux. 

Les poils pigmentés de ces animaux ne se laissent pas faci- 
lement étudier & l'état frais et normal, car la grande quantité 


de grains pigmentés ne permet d’apercevoir qu’une masse foncée _ 
uniforme. Il faut done d’abord faire bouillir les poils dans des 


solutions alcalines, par exemple dans le carbonate de soude 
4100/0. Dans ces conditions, on distingue aussitétla couche médul- 
laire de la partie périphérique et de la cuticule. Cette derniére est 
totalement privée de pigment, tandis que la couche cornée, 
constituée par des éléments fusiformes trés minces, ainsi que 
la couche médullaire, en renferment une grande quantité. Le 
pigment se présente sous forme de petites granulations, conte- 
nues surement dans l’intérieur des cellules. Quant au pigment 
a état soluble, nous ne Vavons trouvé que dans des poils 
jaunes ou roux. 

L’étude du développement des poils chez des chiens tout 
jeunes démontre d'une facon incontestable que les grains de 
pigment se développent dans l’intérieur des cellules d’origine 
épidermique. Dés le début, on trouve, dans lintérieur des élé- 
ments de la couche médullaire, de nombreux grains foncés, tan- 
dis que la papille du bulbe n’en renferme pas du tout. La théorie 
daprés laquelle le pigment est importé dans les éléments de 
poils naissants par des cellules pigmentées et ramifiées du derme 
ne trouve aucune confirmation. 

Parmi les poils d’un vieux chien (de race Matin), agé de 
16 ans, j'ai trouvé, & cété de poils normaux, trés pigmentés, 
d’autres qui étaient déja complétement blancs. Mais, entre ces 
deux extrémes, il s’est trouvé des poils dans lesquels le pigment 
des deux couches était moins abondant que chez les poils nor- 
maux, et qui, en revanche, renfermaient des cellules pigmen- 
tées, munies de prolongements protoplasmiques trés développés. 
Ces cellules se trouvaient entre les deux couches du poil, ou 
bien elles étaient logées dans la couche périphérique. La pré- 
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sence d’un noyau rond ou ovale dans l’intérieur du corps cellu- 
laire, ainsi que les pseudopodes ‘multiples (fig. 7, 8), ne lais- 
sait pas douter que nous avions affaire & des éléments bien cons- 
tilués, qui se présentaient justement dans des pes en train de 
perdre leur pigment. 

L’étude d'un vieux chien danois, agé de 13 ans, que nous — 
devons a4 l’obligeance de notre ami M. Nocard, nous a fourn! 
des renseignements importants sur les cellules pigmentées des 
poils en voie de blanchiment. Déja, chez des jeunes chiens de- 
cette race, au milieu de poils de constitution tout a fait pareille 
aceux des chiens en général, on trouve un certain nombre de 
ecllules pigmentées, disposées entre les deux couches principales 
(fig. 1, c). Seulement ces cellules sont peu nombreuses, saul 
chez tee poils exceptionnels. 

Les chiens danois deviennent bientét gris, et les poils du 
vieux chien mentionné étaient devenus gris clair et par endroits 
tout blanes. Eh bien, chez cet animal, la quantité des cellules 
pigmentées intermédiaires entre les deux couches est devenue 
tout a fait extraordinaire. Sur des poils traités par du carbonate 
de soude, la couche médullaire se présentait couverte dune 
trés grande quantitéd éléments trés foncés, de formestrés diverses 
(fig. 3). 

Tantét ce sont des masses rondes ou ovales, tantdt des 
éléments munis de prolongements plus ou moins nombreux. 
La quantité de pigment est tellement grande que le noyau est 
le plus souvent complétement caché par lui. Et cependant la 

nature cellulaire des éléments. en question ne e peut guére étre 
mise en doute. 

Dans la partie périphérique des poils, on trouve évilenent 
une quantité des mémes cellules. pigmentées (fig. 2), présentant 
souvent des formes bizarres. 

L’apparition d'une grande quantité de ces éléments pigmentés 
coincide avec la disparition des grains de pigment dans le reste 
du poil et notamment dans sa couche périphérique. Il est évi- 
dent que nous avons affaire ici a des cellules qui s’incorporent 
‘le pigment des éléments fusiformes de cetle couche. Trés sou- 
vent on trouve des poils dont la couche périphérique est déja 
entidrement incolore et ne renferme de pigment que dans !’inté- 
rieur des cellules pigmentées allongées ou ramifiées. Ces cellules 
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sont done des véritables pigmentophages qui dépouillent de leur. 
pigment les éléments normaux de la couche périphérique des: 
poils. : 
Pour se rendre compte d’une fagon plus compldte des rapports 
entre les pigmentophages et les éléments fusiformes de la 
couche périphérique, il est nécessaire de traiter les poils avec’ 
de l’acide sulfurique. Dans ces conditions, on trouve les cellules, 
remplies de pigment, dans des rapports trés intimes avec les 
éléments fusiformes, Ceux-ci présentent des excavations pro- A 
fondes (fig. 4, ¢), occupées par les pigmentophages. Ces ~ 
cellules se trouvent quelquefois (fig. 4, b) étroitement logées: 
entre deux éléments fusiformes, avec lesquels elles présentent se 
une forte adhérence. I] est donc évident que les pigmentophages 
s‘insinuent dans l’intérieur des éléments de la couche périphé= 
rique (fig. 4, a) pour absorber leur grains de pigment. Les 
détails de ce processus sunt trés difficiles & observer, mais tout 
VPensemble de faits indique bien qu’il s’agit ici d’un acte. ae 
phagocytose de la part des pigmentophages. | 
Quels sont l’origine et le sort de ces cellules? La premiére 
de ces questions peut étre résolue sans difficulté sur des poils 
traités par le carbonate de soude. La couche médullaire de ces 
poils est composée d’une rangée de cellules aplaties qui, a Pétat. . 
normal, sont remplies de grains pigmentés. Plus tard, la quantité mae 
de pigment diminue dans ces cellules, et on le voit alors dis- 
tribué d’une facon trés inégale. A cété de cellules riches en 
grains pigmentés, onen voit d'autres qui n’en renferment pres- 
que pas ou méme qui en sont entiérement privées. Dans des 
poils qui blanchissent, quelques éléments de la couche médul- 
laire quittent leur place habituelle; ils se mobilisent et passent 
& la périphérie de cette couche ou méme pénétrent dans la 
couche périphérique (fig. 5, 6). Il est donc hors de doute que les 
pigmentophages dérivent des éléments de la couche médullaire 
et sont par conséquent d'origine épidermique. J’ai cherché a 
établir si une partie des pigmentophages ne provenait pas de 
la transformation et de la mobilisation des éléments fusiformes 
de la couche périphérique. Mes observations ne mont pas 
permis de résoudre cette question dans un sens affirmatif. 
Les pigmentophages sont done des cellules d’origine ecto- 
blastique qui dévorent les grains pigmentés et les transportent 
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en dehors des poils. Dans des poils dont toute la couche péri- 
phérique est déja entiérement hlanche, on trouve encore, sur 
la surface de cette couche, un certain nombre de pigmento— 
phages bourrés de grains colorés. Mais, dans d’autres poils, on 
‘ne voit plus ni pigment ni pigmentophages, et c’est alors que 
les poils sont tout a fait blancs. 

Sur des coupes de la peau prélevée au vieux chien danois, 
on peut facilement suivre quelque phases ultérieures du trans- 
port des grains pigmentés. On trouve des amas de cellules 
pigmentées dans le bulbe de poils qui eux-mémes ne contien- 
nent pas ou ne contiennent que trés peu de pigment. Il faut 
donc en conclure que les pigmentophages sont descendus dans 
la racine des poils (fig. 20, a). Sur les mémes préparations, on 
rencontre des cellules pigmentées en dehors des poils, mais 
dans leur voisinage. C’est ainsi que, prés des bulbes, on trouve 
dans le tissu conjonctif des cellules bourrées de grains pigmentés 
(fig. 20, p). L’étude détaillée des faits améne a cette conclusion 
que ces éléments pigmentés du derme ne sont autre chose que 
des pigmentophages. Aprés avoir quitté les poils et les bulbes, 
ees éléments se sont répandus dans ie tissu conjonctif environ- 
nant. On les voit munis de prolongements plus ou moins déve- 

— Toppés et on leur trouve un noyau parfaitement net. A cause 
de cette particularité, on pourrait croire que ces cellules se dis- 
tinguent des pigmentophages rencontrés dans Vintérieur des 
poils. Mais il est facile de trouver des formes intermédiaires, 
c’est-a-dire des cellules logées dans le derme et munies d’une 
grande quantité de pigment qui recouvre totalement le noyau. 
En comparant ces formes variées, on arrive a la conclusion 
qu'une partie des grains pigmentés doit disparaitre dans l’inté- 
rieur des pigmentophages, et permettre & cause de cela de dis- 
tinguer le noyau. ! 

Chez le vieux chien danois dont j’ai étudié la peau, les 
cellules pigmentées du derme aux environs des poils sont nom- 
breuses, Au contraire, dans Ja peau de jeunes chiens dont les 
poils sont trés riches en pigment, le derme est totalement 
dépourvu de ces cellules, Ce fait corrobore donc la conclusion 
que ces éléments proviennent en derniére instance des pigmen- 
tophages des poils. 

' Dans mes recherches sur le blanchiment des poils chez les 


El EN ey et eM fine ode roe aN ab otis 


. 


eee. ee 


ee 


a ee 


BLANCHIMENT DES CHEVEUX ET DES POILS. 873 7 ae 


chiens, je n’ai jamais observé de dissolution de grains colorés, 
ce qui prouve une fois de plus que la perte de pigment par les 
poils se fait non pas a la suite d’une dissolution, mais bien par 
son transport dans le bulbe et le derme. 


Les recherches sur les chiens nous ont servi uniquement se 
pour nous orienter dans l’étude du blanchiment des cheveux et : 
4 des poils chez Vhomme. toe 
Chez des personnes jeunes ou agées, dont les cheveux et les ay 
poils blanchissent, on en trouve sans difficulté qui présentent ee 
des stades intermédiaires, Ainsi on rencontre des cheveux dont — ; 
une partie seulement est blanche, tandis qu’une autre a encore 
bien conservé sa coloration; ou bien des poils qui, sans étre oe 
blanes, se distinguent par une coloration beaucoup moins foncée ae 
qu’a l'état normal. C’est dans ces conditions que le mécanisme 
du blanchiment peut étre le mieux observé, En examinant au 
microscope ces cheveux ou poils, en y ajoutant simplement une ee 
goutte d’eau, mais sans aucune autre préparation, on trouve 
facilement des pigmentophages plus ou moins nombreux. Ce 
sont des cellules remplies de pigment, et munies de 2 ou 
d’un plus grand nombre de prolongements qui souvent se dis- 
tinguent par une longueur vraiment extraordinaire. Les pigmen- 
tophages occupent des places variées dans le cheveu, eton trouve | 
leurs prolongements trés minces s'insinuant entre les éléments 
fusiformes de la couche corticale (fig. 13). Le plus souvent les 
pigmentophages accusent des formes ovales et allongées (fig. 17, 
18), mais quelquefois on les trouve avec un corps arrondi et des 
4 prolongements nombreux et ramifiés (fig. 11, 15). Grace a la 
richesse en grains pigmentés, les cellules et leurs appendices se 
laissent trés facilement apercevoir, de sorte qu il est tout a fait 
inutile de recourir 4 des méthodes de coloration artificielle. Le 
= noyau est également trés bien visible sous forme d’une tache 
claire, ronde ou ovale. Dans des cheveux colorés normalement, 
ainsi que dans d’autres qui oat déja définitivement blanchi, on ~ 
ne trouve pas de pigmentophages, tandis que dans les cheveux en 
train. de blanchir, on les trouve constamment. Ceci prouve que 
ces éléments sont réellement en rapport intime avec la perte de 
pigment. : 
J’ai constaté la présence des pigmentophages dans le blan- 
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chiment sénile, ainsi que dans le blanchiment précoce. Je les at. 
trouvés chez une femme centenaire de la Salpétriére (fig. 17, 18) 
tout aussi facilement que chez les jeunes personnes qui, a l’age 
de 28 ans, ont déja commencé & avoir des cheveux blancs 
(fig. 10, 15, 16). Les poils chez l’homme se comportent de la 
méme facgon gue les cheveux blanchissants, et on y rencontre. 
des pigmentophages exactement pareils. 

Chez une dame de 28 ans, ainsi que chez un jeune homme 
du méme age, dont les chevelures manifestent un blanchiment 
précoce assez avancé, j’ai pu me convaincre que les pigmen— 
tophages proviennent des éléments de la couche médullaire. 
M. Waldeyer (J. ¢., p. 19) hésitait & se prononcer d'une fagon 
affirmative sur la présence de pigment granuleux dans cette 
partie de cheveux humains. Mes observations ne laissent aucun 
doute & ce sujet. Le pigment se trouve dans l’intérieur des 
cellules aplaties de la couche médullaire, non seulement chez 
les divers mammiféres, mais aussi chez ’homme. Les grains. 
foncés de ces éléments peuvent nous guider facilement dans la 
recherche dé l’origine des pigmentophages. Certaines cellules 
de la couche médullaire (fig. 14) se détachent de cet endroit 
pour émigrer dans la couche corticale. C’est la qu’eiles dévorent 
les grains pigmentés, ce qui les fait augmenter de volume et les 
fait ressortir d'une fagon trés apparente. | 

Au fur et & mesure que les cheveux et les poils blanchissent, 
leur pigment disparait de plus en plus, et la quantité des pigmen- 
tophages devient également de plus en plus petite. Lorsqu’on 
arrache un poil blanc dans lequel on ne trouve que quelques 
rares pigmentophages, on peut trouver dans le bulbe une grande 
quantité de ces cellules (fig. 19). Il est évident que les pigmen- 
tophages descendent le long des cheveux et des poils pour se 
réunir dans le bulbe. Mais plusieurs faits que j’ai pu observer 
mont conyaincu qu’une partie des pigmentophages se rendent 
ila périphérie des cheveux et passent totalement au dehors. 

On a souvent exprimé l’opinion que, dans le blanchiment 
des cheveux, c’est la pénétration de lair qui joue le réle le plus 
important. Cette opinion ne peut nullement étre soutenue. Hl y 
a bien des gaz quise trouvent dans les cheveux qui blanchissent, 
mais il y en a aussi dans des cheveux qui sont foneés. Le blan- 
chiment est le résultat de la perte du pigment, qui est transporté 
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par les pigmentophages dans le bulbe ou bien en dehors des 
cheveux. Ee sh: 

Le mécanisme du blanchiment est, dans sa partie essentielle, 
le méme chez le chien et chez homme. Il n’y a aucune diffé- 
rence fondamentale dans ce phénoméne, qu'il s’accomplisse 
dans les poils de Vhomme et du chien ou bien dans les cheveux 
humains. Le mécanisme est le méme daus le blanchiment pré- 
coce ou sénile. 

Des recherches nouvelles sont nécessaires pour éclaircir le 
développement des cheveux et des poils blanes. Nous avons dit 
que, d’aprés M. Ehrmann, ce phénoméne doit s’expliquer par 
Vimpossibilité pour les cellules ramifiées, fournisseuses du 
pigment, de rejeter les grains pigmentés dans les cellules de la 
couche cornée. Cette opinion est basée sur le fait que, dans le 
bulbe des cheveux blancs, les cellules pigmentées ne font point 
défaut. I faut voir sil ne s’agit pas dans ce cas de pigmento- 
phages réunis dans le bulbe. Peut-étre ces éléments, particulié- 
rement avides de pigment, ne laissent-ils point les grains colorés 
‘se déposer dans les cellules des jeunes cheveux ? Cette question 
ne peut étre résolue que par des observations spéciales, dirigées 
vers ce point. Mais il est évident que notre ignorance sur la 
cause qui fait que les cheveux et les poils peuvent se développer 
sans pigment ne touche en rien au blanchiment des cheveux et 
des poils pigmentés. . 

Comme les phagocytes, si répandus dans le r¢gne animal, 
sont le plus souvent @origine mésoblastique, on pourrait se 
demander si la nature épidermique des pigmentophages ne 
présenterait pas quelque chose de paradoxal et de difficilement 
acceptable. Pour lever tous les scrupules, il n’y a qu’a se rap- 
peler les exemples de phagocytes qui dérivent de l’ectoblaste. 
Nous avons déja décrit, dans notre premier mémoire sur la 
phagocytose!, cefait que des appendices des hydropolypes, 
organes connus sous le nom de Nematocalyces, sout couverts de 
cellules eciodermiques gui englobent toute sorte de corps 
étrangers. Nous avons également mentionné des larves 
d’actinies, dont les cellules de ’ectoderme saisissent réguliére- 
ment des corpuscules de leur entourage. Plus tard, M. Faus- 


! 


1, Arbeiten d. zool., Instit, su Wien, 1883, t. V, p. 142. 
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sek'a observé la phagocytose par les éléments ectoblastiques du 
manteau des larves d’anodontes. 

Mais ce ne sont pas seulement les Invertébrés chez lesquels 
ona rencontré des exemples de phagocytose ectoblastique. Chez 
l'homme méme, il y a des cas ot ce genre de phagocytose ne 
peut pas étre mis en doute. Soudakewitch*, le premier, a trouvé 
des bacilles lépreux dans l’intérieur des cellules nerveuses des 
ganglions périphériques. M. Babes’ a étendu ce méme fait aux 
éléments nerveux de la moelle épiniére. Or, ilestincontestable 
que les bacilles lépreux ne peuvent parvenir dans l’intérieur de 


ces cellules, d’origine ectoblastique certaine, autrement que 
_par lintermédiaire des mouvements actifs de certains dendrites. 


Les pigmentophages qui font blanchir les cheveux et les 
poils rentrent donc parfaitement dans la catégorie des phago- 
cytes ectoblastiques, certainement beaucoup moins nombreux 
que ceux qui proviennent du mésoblaste. . 

Le mécanisme du blanchiment que nous avons décrit ne 
nous révéle que la cause immédiate de ce phénoméne. II reste 
a savoir pourquoi les pigmentophages se mettent, € un moment 
donné, dans un état de suractivité, et dévorent le pigment de la 
couche cornée pour le transporter dans le bulbe. et le derme. 


{lest connu que certaines maladies infectieuses amenent le 


blanchiment précoce des cheveux, localisé ou général. Ainsi on 
a observé quelquefois que chez des jeunes Personnes; atteintes 


de fiévre typhoide, les cheveux commencent a blanchir dans 


le courant de la maladie ou aprés la convalescence. Plusieurs 
savants ‘ ont vu les cils devenir blancs dans l’ophtalmie sym- 
pathique, consécutive a la destruction de l’ceil opposé. Il est trés 
probable que, dans ces exemples, ce sont des substances toxiques 
qui excitent l’activité des pigmentophages et leur font transpor- 
ter les grains pigmentés. 

Depuis longtemps, on a signalé des exemples de blanchiment 
des cheveux trés rapide, qui peut s’effectuer en peu de jours et 
quelquefois méme dans l’espace d'une nuit. Autrefois, on ne 


voulait pas méme croire a la possibilité de pareils phénoménes, ~ 


tellement ils paraissaient dificiles 4 conceyoir et & expliquer. Kt 


1. Biologisches Centralblatt, 1895, p. 113. 

2. Ziegler’s Beitrage z. pathol. Anatomie, 1888. t. Il, p. 129. 
3. Histologie d. Lepra, 1898, p. 68. 

4. Nerriesnip, The Lancet, 1833, 22 décembre. 
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cependant il s’est accumulé dans la science sous ce rapport un 
nombre de faits si grand que la négation est devenue tout a fait 
impossible. Nous n’ayons pas besoin d’énumérer ici tous les cas 
de blanchiment brusque et rapide, enregistrés dans les annales 
scientifiques. Le lecteur en trouvera réunis un grand nombre 
dans les travaux de Charcot!, de Leloir et Vidal’. 

Récemment, M. Schmidt*, en réponse a la demande de 
M. Virchow de lui communiquer des renseignements sur des 
exemples de blanchiment rapide, a décrit un cas de ce phéno- 
méne. Il s’agit d’un ouvrier, agé de 36 ans, qui s’est présenté 


avec deux méches blanches des cheveux. Le blanchiment s’est ~ 


produit dans l’espace d’une nuit, & la suite d’un accident de 
chemin de fer qui faillit écraser cet individu, 4 ce moment Agé 
de 28 ans seulement. 

Le fait que le blanchiment des cheveux est le résultat du 
transport du pigment par les pigmentophages permet, je crois, 
dexpliquer les cas de blanchiment rapide. On congoit facile- 
ment que, sous l'influence de stimulants exceptionnellement 
forts, les mouvements-des pigmentophages se fassent plus 
rapidement que d’habitude. On connait bien des cas de résorp- 
tion trés rapide d’exsudats inflammatoires. Or, ce phénoméne 
est également du a l’activité des phagocytes. 

Les émotions violentes exercent une influence incontestable 
sur les fonctions de la vie organique, et peuvent en modifier 
et augmenter les sécrétions.: I] se peut done bien que, dans 
ces conditions, les pigmentophages soient stimulés d’une fagon 
toute particuliére. Or, le fait que les éléments des cheveux et 
des poils peuvent absorber certaines substances est prouvé par 
la présence de larsenic dans les cheveux et les poils des 
hommes et des animaux empoisonnés. 

Le blanchiment, intermittent ou annelé, qui a été décrit 
comme une rareté et comme un phénoméne des plus difficiles 
a expliquer, peut également étre congu au point de vue que 
nous soutenons dans ce travail. Une fois que le mécanisme du 
blanchiment se réduit & une activité des pigmentophages, il 
devient possible de supposer qu’une partie de ces cellules est 


4. Gagette hebdomadaire, 1861, p. 445. 
2. France médicale, 1890, p. 244. 
3. Virchow’s Archiv., 1899, t. CLVI, p. 190. 
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apte a remplir sa fonction destructive, tandis que Pautre reste 
inerte pendant une période ‘dé temps plus ou moins. longue. 

Comme les pigmentophages creusent les cheveux par leurs 
mouvements et leurs appendices protoplasmiques, on congoit 
facilement que, dans ces conditions, l’air puisse plus facilement 
_pénétrer dans la profondeur. Certains changements de forme 
des cheveux peuvent étre expliqués par la méme cause. - 

Le fait que le blanchiment se produit surtout pendant la nuit 
indique bien que les pigmentophages manifestent leur activité 
principalement pendant cette période de la journée, Aussi nous 
avons pu observer les meilleurs exemples de pigmentophagie 
sur des cheveux prélevés 4 minuit. . | 

Peut-étre la révélation du mécanisme du blanchiment des 
cheveux ct des poils pourra-t-elle servir pour la recherche des 
moyens d’empécher ce phénoméne. Ces annexes de la peau sont 
accessibles aux agents physiques et chimiques qui peuvent faci- 
lement tuer les pigmentophages et, par conséquent, les empé- 
cher dans cette couvre destructrice. Cette question, ainsi que 
plusieurs autres qui se raltachent au blanchiment des cheveux 
et des poils, ne peut étre résolue que par des recherches 
ultérieures. 


EXPLICATION DES PLANCHES XII ET XIV 


—— 


Fic. 1, — Une partie de poil dun chien danois, Agé de 2 ans. Le poil a 
été trailé par une solution de soude 4 10 0/0; (my pigmentophage ; m, cel- 
lules de la couche médullaire. 

Fie. 2. — Pigmentophage de la couche périphérique du poil d'un vieux 
chien danois de 13 ans. Traitement par de la soude a 10 0/0. ; 

_ Fic. 3. — Coache médullaire d'un poil du méme chien, aprés traitement 
avec de la soude a 10 0/0. 

Fig. 4. — Trois cellules de la couche périphérique du poil du méme 
chien. Traitement par l’acide sulfurique; a, cellule avec un pigmentophage 
enfoncé dans sa profondeur; 6, deux cellules avec un pigmentophage au 


milieu; c, une cellule avec une excavation profonde, dans laquelle. ges 


logé un pigmentophaye: 

Fie. 5, 6.— Couche médullaire de deux poils du méme chfen’ Traitement 
par la Paes a 10 0/0. ; tea ea 

Fic. 7.— Un pigmentophage du poil dum vieux chien de 16 ans, oa 
a été traité avec de la soude a 10 0/0. oe ge irae 


BPs ass 


pap ly 


4 


BLANCHIMENT DES CHEVEUX ET DES POILS, 819 as 
Fic. 8. — Deux autres pigmentophages soudés du méme chien, é 
. lic. 9. — Partie pigmentée d'un cheveu & moitié blanchi d’une dame de o 
- 28 ans. 7 
Fic. 10. — Partie blanche d’un cheveu de la méme PeEONUE: avec plu- aie 
sieurs pigmentophages, . ae 
Fie. 11. — Un des trois pigmentophages de la figure 10, . : eae 
¥re. 12,13. — Deux fragments d’un cheveu en partie pigmenté, en partie 
blanc de la méme personne. Passage des pigmentophages de la*couche — Z 
_meédullaire a la périphérie. 
Vic. 14, — Une partie d’un cheveu d’un homme de 28 ans. Ce cheveu est 
en partie pigmente, en partie blanc. Passage des WS a So de la 
couche médullaire a la périphérie. oz 
Fic. 15. — Une autre partie du méme cheveu avec un Pe aentoniene ‘A 
pseudopodes ramifiés. 3 a 
Fic. 46. — Un pigmentophage d’un cheveu aioe de la méme personne. of 
Fie. 17, 18. — Deux fragments de cheveux grisonnants d’une vieille 
femme, Agée de 100 ans. eee 
Fic. 19. — Cellules pigmentées du bulbe ae poil blane de da barbe dun Bess 
homme de 34 ans, : 
Fie. 20. — Coupe de la peau du vieux chien danois ; sep. cellules pig- 
mentées du bulbe ; p, pigmentophages dans le derme. (Cette coupea été faite — : 
par M. le Dr Ivanoft) ; . pans 
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DE L'HEMOLYSINE, STREPTOCOCCIQUE 


Par te Dt BESREDKA 


(Travail du laboratoire de M. Metchnikoff.) 


I 


Quand on fait l'autopsie d’un lapin mort de streptococcie, 
on est souvent frappé de l’aspect particulier de son sang. Un 


tube effilé plongé dans le coeur ou a V’intérieur d’un gros vais- 
~seau raméne un liquide d'un beau rouge, mais complétement 


transparent. Le sang est laqué, aurait-on dit autrefois; nous 
dirons, pour nous servir dun terme plus moderne, qu il est 
hémolysé '. 

Cette hémolyse du sang est un phénoméne des ates fréquents 
chez des lapins inoculés avec un streptocoque trés virulent; il 


n'est pas constant : il ya des cas, rares, il est vrai, et dont il 


sera question plus loin, oa, malgré la virulence du microbe, le 
sang des lapins morts qd’ iiecion streptococcique, n’est pas 
dissous, du moins, aa moment de la mort, 

Le streptocoque est le seul microbe, a notre connaissance, 
capable de déterminer ’hémolyse du sang du vivant del’animal, 
dans Vorganisme méme, ce en quoi il différe essentiellement de 
tous les autres microbes, qui ne deviennent hémolysants que 
in vitro et jamais in vive, comme le B. tétanique *, le B. pyocya- 
nique *, le staphylocoque ‘, le B. typhique * et quelques autres °. 

1. Crest M. J. Bordet qui, & notre connaissance, a le premier signalé ce phé- 
noméne; voici ce qu'il dit & ce sujet dans son méemoire sur le sérum antistrepto- 
coccique (Ces Annales, 1897, p. 177): « Au moment de la mort, ’examen du sang 
trahit des altcrations manifestes des globules rouges. Ceux-ci ont presque entié- 
rement disparu. Le coeur d’un lapin autopsié immédiatement aprés la mort 
contient un caillot rouge clair imbibé d'un sérum ot Vhémoglobine s'est large- 
ment diffusée, Si l’on cherche, en malaxant ce caillot dans une petite quantité 
de sérum, & en faire sortir les globules rovges, on obtient un liquide ot l’on ne 
trouve plus que des débris de ces éléments, qui ne montrent plus de contours 
cellulaires distincts. » 

2. Hurwicu, Berlin. klin. Wochenschr., 1898, n° 12. — Mapsen, Zeitschr. f. — 
Hygiene und Infectionskrankheiten, 4899, p. 214. 

3. Buttocu et Hunter, Centralbl. f. Bakteriol, Bd. XXVIII, 1900; n° 33, — 
Wernceror, bid. 1901; n° 20, 

4. Nerssen et WecuspEre, Zeitschrift. f. Hygiene, Ba. XXXVI, 4901. 

5. Levy uw. Prosper Levy, Centralbl. f. Bakl., Ba. XXX, 1901; ne 40. 


6, Lupenau, 26¢d., 1901, n° 40. Krauss et Cusinmont. Wien. klin. Woch., 1960, 
n° 3. 
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En plus, les microbes que nous venons de citer acquiérent 
généralement la propriété hémolytique en vieillissant, aprés 
avoir séjourné en milieu artificiel pendant des jours et des 
semaines, ce qui les distingue une fois de plus du streptocoque, 
qui est un microbe naturellement hémolytique, pour ainsi dire, 
car il exerce son action hémolysante sur les globules alors qu’il 
se multiplie activement, et par contre, perd cette propriété au 
fur et & mesure qu’il vieillit et qu’il vit en milieu artificiel. 

Du reste, au cours de cet exposé, on aura souvent l’occasion 
de constater que ’hémolysine du streptocoque occupe une place 
& part au milieu des autres hémolysines microbiennes, autant 
par son mode de préparation que par ses propriétés physico- 
chimiques et physiologiques. 

Le streptocoque dont nous nous sommes seryi dans nos 

_expériences est celui de M. Marmorek; il tue le lapin en injec- 
tion sous-cutanée, & des doses trés faibles, 1 ou 2 gouttes; le 
milieu dans lequel nous conservions le microbe était le bouillon- 
ascite (milieu Marmorek') dont nous nous sommes trés bien 
trouvé. Le mélange de 2 parties de bouillon pour 1 partie de 
liquide d’ascite est incontéstablement supérieur aux autres 
milieux, pour l’entretien du streptocoque qui y vit bien et 
‘garde pendant assez longtemps sa virulence acquise par les 
passages. ‘ 

La premiére idée qui vient a l’esprit dés que Il’on se 
propose disoler la substance hémolysante du streptocoque 
est, naturellement. de s’adresser 4 son milieu de choix ; c’est 
ce que nous avons commencé par faire. 

Etant donné que le streptocoque dissout le sang trés forte- 
ment dés qu'il commence a étre visible dans les cultures, c’est- 
a-dire dés les premiéres heures qui suivent l’ensemencement, 
nous avons conclu qu’il ne faut pas attendre que la culture soit 
vieille pour chercher si elle est douée d’un pouyoir hémo- 
lytique. 

Guidés par cette considération, nous avons préparé une 
culture en bouillon-ascite, et 24 heures aprés, quand elle a été 


1. Ces Annales, 4895; p.-593. 
26 
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déja trés abondante, nous l’ayons séparée des microbes a la 
bougie Chamberland, dans l’espdir de découvrir dans le filtrat 
Vhémolysine. Or, ce filtrat essayé vis-a-vis de différentes especes 
de globules rouges se montra aussi peu hémolytique que lest 
le bouillon-ascite avant qu’il soit ensemencé. 
Comme, d’une part, la culture entitre mélangée a du sang 
défibriné dissolvait activement les globules, et comme, d’autre 


part, le filtrat n’en dissolvait aucunement, il ne nous restait 


qu’a en conclure que hémolysine en question est intimement 
liée aux corps microbiens et que le streptocoque ne la laisse 
point diffuser dans le milieu ambiant. 

Sans nous décourager de ce résultat négatif, nous avons 
cherché a varier les milieux de culture; aprés de nombreux 
tatonnements dont il serait inutile d’entretenir le lecteur, nous 
avons réussi a obtenir une solution d’hémolysine streptococci- 
que, qui par l’intensité de son action ne céde presque en rien a 
celle de la culture entiére de streptocoque vivant et virulent. 


Rs 2 


Il y a deux conditions importantes a réaliser pour cela : une 
concerne le milieu, l’autre le microbe. 

Pour ce qui concerne /e milieu, il est nécessaire qu'il différe 
aussi peu que possible du milieu naturel, dans lequel le strepto- 
coque opére |’hémolyse du vivant de l’animal. 

Les sérums sanguins, aussitOt que le caillot est retiré, se 
prétent généralementtrés bien a la production de ’hémolysine ; 
en ajoutant 4 du sérum 1 ou2 gouttes de sang défibriné, avant 
lensemencement du streptocoque, on amorce la sécrétion qui 
se poursuit ensuite toute seule et trés rapidement. 

Certes, le sérum, tel qu’on Vobtient généralement apres la 
coagulation du sang, différe du plasma sanguin qui circule dans 
les vaisseaux de l’animal et qui sert d’aliment au streptocoque 
inoculé. Cette différence porte, comme nous le savons, princi- 
palement sur la présence de la microcytase (alexine bactéricide) 
dans du sérum, et sur son absence dans du plasma, ce qui tient 
dans le premier cas & la destruction des leucocytes, et dans le 
deuxiéme, a leur inet: 

Mais on peut jusqu’a un certain degré remédier a cet incon- 
vénient, La préparation du plasma exigeant des soins assez 
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minutieux, nous avons cru pouvoir nous rapprocher des condi- 
tions naturelles en détruisant la microcytase, par le chauffage 
du sérum a 55° pendant une demi-heure. 

Kt en réalité, quand on compare l’effet hémolytique de la 
streptocolysine obtenue, d’une part, avec du sérum non chauffé 
et, d’autre part, avec du sérum préalablement chauffé, on voit 
que la différence est des plus manifestes en faveur de ce dernier. 
> Eietaplox des sérums chauffés présente en plus cet avantage 
que l’on n’a pas & compter avec l’action globulicide propre des 
sérums, lorsqu’ils ne sont pas privés de leur cylase (macrocytase 
ou alexine globulicide). 

Tous les sérums ne se prétent pas au méme degré au but 
que nous poursuiyons; de beaucoup le meilleur, sous ce rapport, 
est celui de lapin; le sérum humain et le sérum de mouton 
viennent en second lieu; celui de bouc nest pas mauvais; quant 
aux sérums de boeuf et de cheval, ils présentent certains inconvé- 
nients sur lesquels nous reviendrons 4a propos de la fitration., 


Une fois le milieu préparé, il reste a faire Vensemencement, 
en choisissant un bon microbe. ; 

Une assez longue expérience nous a appris que, pour se 
mettre a Pabri ve échees, il est important que le streptocoque 
a ensemencer vienne Sacsosmens de ’organisme animal, et qu'il 
n’ait pas séjourné auparavant dans des cultures artificielles ; 
nous serons méme plus conforme a la réalité en disant qu'il est 
essentiel que le streptocogue vienne directement dun lapin dont il a 
hémolysé le sang ' 

En pratique, nous procédons ainsi : la veille de l’ensemence- 
ment, nous injectons aun lapin, sous la peau, plusieurs goultes 
de culture jeune en bouillon-ascile; 18-24 heures aprés, le lapin 
meurt; on fait ’autopsie aussilot aprés, et le sang du cceur, 
lorsqwil est dissous, est directement ensemencé dans des tubes 
contenant du sérum de lapin chauffé a 55°; on y laisse couler 
1 ou 2 gouttes de sang dissous afin d’enrichir en méme temps 
le milieu en hémoglobine; puis on porte les tubes al’étuye a 37”. 

Il est utile d’étre prévenu que dans certains cas le lapin 
meurt du streptocoque, n’ayant pas son sang dissous; alors deux 


4. Dans un cas nous avons utilisé, pour lensemencement, le sang provenant 
dun lap autopsié depuis 5 jours etconservé dans une ampoule se ellée: Vhémo- 
lysine ainsi obtenue fut assez active. ! 
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cas peuvent se présenter : ou le sang finit par se dissoudre au 
bout de quelques heures, ou bien‘il ne se dissout plus da tout, 
et ceciarrive surtout lowe’ on injecte beaucoup trop de microbes 
sous la peau et, trés souvent, lorsque, pour hater la mort, on 
injecte, et a tort, le streptocoque dans la veine de Voreille. 

Dans ces cas, le sang du lapin n’étant pas hémolysé, il est 
inulile de faire des ensemencements et de pousser l’opération 
plus loin; on perdra son temps, car ce streptocoque ne sécre- 
tera pas son hémolysine. 

Heureusement, ces cas sont exceptionnels en daha des 
circonstances que nous venons d’indiquer. En regle générale, 
si on suit nos indications, on constate, en pratiquant l’autopsie 


du lapin, que le sang du cceur est complétement Caneparcns et 


dans ces conditions on est str, en l’ensemengant dans du sérum 
ehauffé, d’obtenir une streptocolysine trés active. ; 
3 Portés é a l’étuve, les tubes ensemencés se troublent ae 
ment; déja aprés 4-5 heures la culture est trés abondante et 
elle atteint san maximum en 8 heures environ; nous les lais- 
sons encore pendant 8 a 10 heures a |’étuve, aprés quoi on passe 
a la filtration. 


Tous ceux qui ont eu a filtrer des sérums savent que c’est 
une opération souvent laborieuse ; il y a des sérums qui refu- 
sent complétement de passer a travers certaines bougies ; il y 
en aqui commencent a bien filtrer, puis la filtration se ralen- 
tit pour cesser au bout de quelques minutes. 


Pour faciliter la filtration de nos cultures, nous avions tou- 


jours ’habitude de les diluer d'un volume égal d’eau physiolo- 


gique a 7,5 0/00. Dans ces conditions, méme les RCrnIBS les 


plus eApsothines passent. | 

La rapidité avec laquelle un sérum filtre est un facteur impor- 
tant. Nous avons remarqué, en opérant sur diverses espéces de 
sérums et en les étudiant comparativement, que, d’une maniére 
générale, plus un sérum filtre facilement, mieux il vaut au 
point de vue de son pouvoir hémolytique ; peut-étre la subs- 
tance active est-slle retenue par les pores du {filtre. 

Toujours est-il que le sérum de lapin qui, dilué de son 
volume d’eau physiologique, passe trés vile parla bougie Cham- 
berland, donne toujours une excellente hémolysine; nous pou- 
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vons en dire presque autant du sérum humain: ceux de bouc 
et de mouton filtrent moins bien; aussi donnent-ils une hémo- 
lysine inférieure ; quant aux sérums de boeuf et de cheval, qui 
traversent difficilement la bougie, ils fournissent une hémoly- 
sine tout a fait médiocre. 

Si la rapidité de la filtration a de importance, elle n’est pas 
évidemment seule a influer sur la qualité de la streptocolysine. 
Ainsi, la richesse de la culture, qui est variable selonles sérums, 
doit jouer un rdle non moins important. 

Le streptocoque pousse le mieux et le plus rapidement dans 


du sérum de lapin, ce qui est du reste compréhensible, puisqu’il — 


vient directement du sang de lapin. La culture est notablement 
moins abondante et plus lente & se faire dans du sérum de mou- 
ton, chauffé, et ainsi de suite. 

fl ya done grand compte 4 tenir, en faisant le choix du 
milieu de culture, de la rapidité avec laquelle tel ou tel sérum 


- passe a travers le filtre, et de la facilité avec laquelle le microbe 


s’y développe. 


Nous venons de remarquer que l’hémolysine de beaucoup: 
la meilleure est celle qui est fournie par le sérum de lapin. Mais 
il ya des cas ot on a besoin de grandes quantités d’hémolysine, 
lorsqu’il s’agit, par exemple, d'immuniser des animaux de grande 
taille; on est done obligé dans ces cas de sacrifier pour chaque 


-opération plusieurs lapins a la fois. 


Or, il y a un moyen assez pratique d’éviter cela; ce moyen 
repose sur l’observation suivante : 

Lorsqu’on ajoute 4 du sérum de mouton, par exemple, qui 
A lui seul est un milieu de culture trés médiocre pour le strep- 
tocoque, un peu de sérum de Japin (1/4 environ), on obtient une 
culture presque aussi abondante, et a la suite une hémolysine 
presque aussi active que si l’on avait ensemencé le streptocoque 
dans du sérum de lapin seul. Comme ilest facile de se procurer de 
grandes quantilés de sérum de mouton, cela permet de faire une 
bonne économie de temps et de lapins. 

Ce que nous venons de dire pour le sérum de mouton est 
également applicable & d’autres sérums (bouc, boeuf, cheval), 
lorsqu’ils sont additionnés du sérum de lapin. 
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Résumons-nous. Pour préparer la streptocolysine, on com- 
‘mence par injecter 4 un lapin, sous la peau, plusieurs gouttes de 
culture de streptocoque de 24 heures en bouillon-ascite; le len- 
demain, dés que le lapin est mort, et aprés s’étre assuré que le 
sang est dissous, on préléve avec une pipette, dans le cceur, 
2-3 gouttes de sangavec lequel on ensemence un tube contenant, 
du sérum de lapin seul, ou un mélange du sérum de lapin et de 
sérum de mouton ou de chévre. On porte le tube 4 !étuve pour 
24 heures; puis, apres avoir étendu la culture de son volume 
: d’eau physiologique, on filtre le mélange a travers la bougie 
See Chamberland. 

Bee ~~ Le liquide retiré aprés la filtration posséde a un haut degre 
a : des propriétés hémolysantes dont il sera question plus loin. 


Avant d’affirmer que l’on se trouve réellement en présence 
de Vhémolysine streptococcique, ou streptocolysine, il était 
prudent de s’assurer que l’effet hémolytique observé a la suite 
des opérations ci-dessus est bien du a la sécrétion du microbe 
et non pas 4 autre chose ; car on-peut se demander si un 
sérum animal, méme normal, ne subit pas au cours de la 
filtration un appauvrissement en substances solides tel, qu il 
entrainerait un changement de titre isotonique. Cette suppo- 
sition était assez grave pour que nous nous empressions de la 
vérifier. 
ae Deux échantiillons de sérum de lapin, un normal, |’autre 
< chauffé a 55°, ont été a cet effet soumis & la filtration dans les 
ee mémes conditions que plus haut (aprés dilution avec volume 
BAS. égal d’eau physiologique) ; puis les deux filtrats ont été examinés 
au point de vue de leur pouvoir hémolytique vis-a-vis des glo- 
bules rouges de lapin, de cobaye et de boeuf. 

Or, les résultats en furent nettement négatifs ; les sérums 
er neufs, chauffé ou non chauffé, n’hémolysent pas les hématies 

chs davantage aprés la filtration qu’avant. 
. Une derniére précaution & prendre, avant d’aborder l’étude 
de la streptocolysine, est de vérifier sila bougiea bien fonctionné 
pendant toute l’opération, c’est-a-dire si, par hasard, elle n’a 
oe pas laissé pénétrer quelques streptocoques dans le filtrat, ce 
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dont il faut toujours avoir soin de s’assurer en ensemencant 
quelques gouttes de filtrat dans du bouillon-ascite. 


Ul 


On essaie le pouvoir hémolytique de la streptocolysine 
exactement comme s'il s’agissait d'une hémolysine cellulaire ; 
inutile done d’y insister. 

Pour se faire une idée de l’intensité du phénoméne, i] suffi- 
rait de citer quelques chiffres: ainsi 24 gouttes de filtrat obtenu 


avec du sérum de lapin (par conséquent 12 gouttes de strepto- — 


colysine non diluée) dissolvent une goutte de sang défibriné 


de lapin en 2 heures, 4 l’étuve; la méme dose de filtrat, mise 


en contact avec 6 gouttes de méme sang, améne la dissolu- 
tion compléte en 7-8 heures. On voit done que nous avons 
affaire & une aclion hémolytique trés énergique. 

Quand on ne cherche pas a déterminer le titre hémolytique 
absolu d’une streptocolysine, il est préférable d’opérer sur des 
globules émulsionnés dans de l’eau physiologique '; l’effet hémo- 
lytique se manifeste alors en trés peu de temps; ceci est indiqué 
dans des expériences comme les notres, faites surtout en vue 
d@étudier comparativement des phénoménes hémolytiques 
dans différentes conditions de milieu et de température. ~~ 


Ce qui distingue lhémolysine sécrétée par le streptocoque 
des hémolysines cellulaires, et ce qui la rapproche des autres 
bactériolysines, c’est ’absence de spécificité vis-a-vis de l’espéce 
de globules rouges. 


La streptocolysine dissoutnon seulement les globules rouges 


de lapin, mais encore ceux de l’homme, de cobaye, de mouton, 
de boeuf, de cheval, de chien. 

Elle ne dissout pas tous ces globules avec la méme facilité; 
ainsi, alors que la destruction des hématies de cobaye ou de 
Vhomme exige une heure, celle des globules de cheval ou de 
boeuf en demande deux ou méme plus; en régle générale, 
ce nest la qu’une question de temps. 

Mais il existe une exception curieuse a cette régle : ily ades 
globules qui se comportent différemment suivant la nature de 


1. Dans toutes nos expériences, eau physiologique est & 7,5 0/09. 
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sérum qui a servi pour la préparation de la streptocolysine; 
certains globules se dissolvent.bien dans un sérum et ne dis- 
solvent pas du tout dans un autre, bien que le streptocoque 
ayant servi 4 ensemencer ces deux sérums soit le méme. 

Nous reviendrons encore sur ce point. 


Le lavage préalable du sang a l’eau physiologique, fait dans. 


le but de le débarrasser du sérum, n’exerce pas une action 
appréciable sur la rapidité de ’hémolyse. 
La présence des antitoxines naturelles dans des sérums nor- 


-maux, signalée nes plusieurs savants pour les bactériolysines et 


par nous-méme! pour ce qui concerne les hémolysines cellu- 
laires, nous a fait rechercher s'il n’en serait pas de méme pes 
lantistreptocolysine. 

Or, l'expérience nous a montré que la plupart des sérums de 
laboratoire(mouton, lapin, chévre, cobaye, homme), additionnés 
méme a fortes doses, sont incapables d’empécher ’hémolyse. 
Certes, l’addition de ces sérums retarde plus ou moins la disso- 
lution de ’hémoglobine; mais il n’y a pas lieu d’invoquer pour 
cela une action antihémolytique dans le sens propre du mot. 
Seul le sérum de cheval, ajouté & dose double de celle d’hémo- 
lysine, peut presque empécher complétement lhémolyse; il y 
aurait peut-étre 14 un rapprochement a faire avec ce qui a élé 
observé, non seulement pour certaines bactériolysines, mais 
encore pour les toxines fa ear et télanique. 


* * se 

Nous avons vu que VPhémolysine streplocooaique agit indiffé- 
remment, d'une maniére générale, sur. tous les globules rouges, 
sans manifester cette spécificité qui est si caractérislique pour 
les hémolysines cellulaires. 

Elle présente en plus une autre particularilé qui la sépare 
non seulement des hémolysines cellulaires, mais encore des 
autres hémolvsines microbiennes: c’est la maniére dont elle se 
comporte vis-a-vis des températures élevées. — 


4. Ces Annales, 1901, octobre. Dans cet article, qui avait pour sujet de 
démontrer la présence @antihémolysines natureddes dans les sérums des animaux 
neufs, nous avons omis de citer MM. Ehrlich ct Morgenroth. Dans un de leurs 
mémoires sur les hémolysines (Berl. klin. Wochens, 1900, 21 mai), ils se sont 
demandés si le sérum des chévresinjectées avec du sang de chdévre ne contenait 
pas d’anti-autohémolysine; n’ayant pas réussi a révéler la présence de celle-ci, ils 
ajoutent qu’ils n’en concluent pas & son absence, mais qwils espérent réussir dés 
qwils auvont cn main une hémolysine appropriée. 


. 
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La streptocolysine résiste bien & 55°-56°; alors que la sta- 
phylolysine, par exemple, de MM. Neisser et Weehsberg ', est 


~déja atténuée & 48° et completement détruite a 56° apres 


20 minutes de chauffage, la streptocolysine chauffée pendant 
une demi-heure & 55°-56° n’est presque pas entamée; on cons- 
tate un léger retard, comparativement avec la streptocolysine 
non _chauffée, mais ce retard est insignifiant. Méme a 65°, notre 
hémolysine n’est pas sérieusement atteinte; ce n’est que par le 
chauffage a 70° pendant 2 heures que l’on parvient & enlever 
ala streptocolysine ses propriétés hémolysantes. 

Par contre, la streptocolysine est sensible a laction prolongée 
de la température, méme pas trés élevée. 

Ainsi, si on Ja chauffe 4 55° pendant 10 heures, on finit par 
Ja priver entitrement de son hémolysine. 

Méme, la température de létuve (37°) lui est funeste, si elle 
est prolongée. Nous avons eu l’occasion de constater qu'un 
filtrat, ayant séjourné pendant plusieurs jours a l’étuve a 37°, est 
devenu notablement moins actif que le méme filtrat laissé ala 
température du laboratoire. 

Mais méme la température du laboratoire (15°- 17°) exerce a 
la longue une action nettement nuisible sur [activité de la 
streptocolysine. Ii suffit d’examiner une hémolysine d’un titre 
déterminé a des intervalles rapprochés, tous les 2 jours, par 
exemple, pour s’apercevoir que son activilé va en décroissant et 
assez vite. Au bout de 415 jours, elle est déja trés faible; aprés 
20 jours, elle n’existe qu’a l’état de traces. 

Faisons observer, en passant, que la Sea ae ayant 
perdu son pouvoir hémolytique, ne peut étre réactivée ni par 
des sérums neufs, ni par une streptocolysine récemment pré- 
paree. 

C'est Vinfluence de la température sur la streptocolysine qui 
a déterminé, en partie, le choix du procédé adopté pour la pré- 
paration de l’hémolysine en question. En cherchant a réaliser 
les meilleures conditions au point de vue de la force hémolytique, 
nous nous sommes demandé si des cultures ayant séjourné 
plusieurs jours & l’étuve ne conviendraient encore mieux a 
notre but. Les résultats des expériences faites dans cet ordre 
didées se montrérent tout a fait négatifs : ators que le filtrat 


1. Zeitschrift fiir Hygiene und Infectionskrankheiten, 1904. 


890 . ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


d’une culture de 24 heures se montra trés actif, celui qui pro- 
venait de la méme culture, mais vieille de 3 jours, fut notable- 
ment moins hémolytique, et le filtrat de cette méme culture, 
aprés 5 jours, fut complétement dénué de propriétés dissol- 
vantes, rath 

En présence de ces faits, deux hypothéses pouvaient se pré- 
senter; la disparition de ’hémolysine pouvait tenir a ce que le 
filtrat était soumis pendant plusieurs jours d’une fagon continue 
ala température de 37°, ou bien au fait que les cultures vieilles 
de 3 et surtout de 5 jours ne se prétent plus 4 Visolement de 
Vhémolysine. 

Des expériences entreprises a ce sujet ont montré que, bien 
que le séjour a l’étuve atténue & un degré trés appréciable Ja 
streptocolysine, débarrassée des corps microbiens, cette atténue- 
tion ne va pas cependant jusqu’a la destruction complete; il faut 
done attribuer cette derniére surtoutaux modifications que subit 
la culture en vieillissant; la streptocolysine formée dans les 
premicres 24 heures est probablement détruite parle streptocoque 
ou par ses autres produits de sécrétion. 


Nous venons d’observer que, pour peu que la température 
soit un peu élevée, Vaction de la streptocolysine s’atténue a la 
longue; mais il faut noter que c’est en méme temps a la tempé- 
rature de l’étuve (37°) quelle dissout les globules rouges avec 
Vintensité maximale. Ainsi, si une dose déterminée d’hémolysine 
dissout 1 c. c. de sang en 2 heures, a l’étuve, il faut, pour obte- 
nir la dissolution dans les mémes conditions, au moins 10 heures 

a la température du laboratoire (15°), 

L’action empéchante du froid est beaucoup plus manifeste 
pour la streptocolysine que pour les hémolysines cellulaires. 

A cété du froid, nous deyons signaler un autre facteur qui 
géne également l’hémolyse: c’est la présence des sels. Une forte 
dose de chlorure de sodium, ajoutée 4 la streptocolysine, peut 
retarder son action, sans cependant l’empécher définitivement. 


a . a 


La dialyse dans l'eau physiologique 4 7,5 0/0 ne lui fait 


subir aucune modification; la streptocolysine ne traverse pas la 
membrane du dialyseur, et les deux liquides des vases extérieur 
et intérieur, retirés apres 24 et 48 heures de dialyse, gardent res- 
pectivement toutes leurs propriétés primitives. 


. 
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Jusquici nous avons traité des propriétés qui ont été com- 
munes 4 tous les échantillons de streptocolysine que nous avons 
eus enmain. A priori on ne devait pas s’attendre & trouver des dif- 
férences individuelles, élant donné gue le microbe était toujours 
le méme; le milieu de culture était aussi toujours le méme, en ce 
sens que c était toujours du sérum chauffé: mais il provenait 
tantot d’une espéce animale, tantot d'une autre. 

Or, en réalité, les phénoménes sont plus compliqués. En 
employant différents sérums, on obtient des hémolysines qui 
different non seulement au point de vue de leur activité, ¢’est-a- 
dire au point de vue quantitatif, mais encore au point de vue 
qualitatif. C’est la un phénoméne trés curieux sur lequel nous ee 
voudrions appeler l’attention. Voici quelques exemples. 

La streptocolysine préparée avec du sérwm de bowe, chauffé, 
dissout bien les globules rouges de cobaye, de lapin et de 

Vhomme; mais elle ne dissout pas les globules de bouc', de 
-mouton, d’oie et de poule? 

La streptocolysine préparée avec du sérum de beuf, chauffé,  - a. 

se rapproche de la précédente; comme la premiére, elle dissout. 
facilement les hématies de cobaye, de lapin et de ’homme; 
comme la précédente elle ne dissout pas du tout les globules de 
bouc, ni ceux de poule; mais elle dissout, quoique difficilement, 
les globules de mouton et aussi un peu ceux oie. 
__ Acété de ces deux streptocolysines agissant & peu prés de aN 
la méme fagon, nous pouvons en citer deux autres, a savoir . i 
celles qui sont préparées avec du sérum humain et avec du 
sérum de mouton, qui agissent différermment. 

Ainsi, la streptocolysine préparée avec du sérum de mouton, 
chauffé, dissout, comme celles indiquées plus haut, les globules 
de cobaye, de lapin et de homme; mais, en plus, elle dissout 
trés bien les globules de mouton, et plus difficilement ceux de 3 tee 
bouc; les globules de poule ne sont presque pas dissous : ceux ~ ee 
d’oie finissent 4 la longue par se dissoudre en grande partie. : 

La streptocolysine préparée avec du sérum humain, chauffé, 


1. Lreffet est le méme, qu’il s’agisse des globules du méme boue qui a fourni 
_le s¢érum pour le milieu de culture, ou des globules d’un autre bouc. 

2. D'une facon générale, les globules @ oie et de poule se montrent trés 
résistants vis-a-vis des streptocolysines, 
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dissoutles globules de cobaye, de lapin et de Fhomme, et aussi 
bien et aussi vite, de boue eb de mouton; par contre, elle ne 
dissout ni les globules @oie ni ceux de poule. 

Us‘ensuit done qu’en réalité il n’existe pas une seule strepte- 
colysine, mais bien plusieurs, le streptecoque tant capable de 
se comporter différemment selon le milieu dans lequel en le fait 
pousser, Ce fait, quia pu sire révélé grace & la sensibilité extréme 
du réactif employé, — les globules rouges, — doit étre, eroyens- 
nous, pris en considération lorsqu’an étudie les texines micre- 
biennes en général. Ce qui a &té constaté pour le streptocegue 
peut étre vrai pour tous les micrebes, cest-a-dire que le milieu 
de culture peut influer non seulement sur Pabondance de la 
toxine séerétée, mais encore sur la nature méme de le texine, 
qui peut varier d'un milieu & ua autre, ces milieux fussent-ils 
méme trés voisins par leur constitution chimique. 


= 
= = 


Dés que nous avons eu en main Phémelysine, nous nous. 


sommes mis & préparer Pantihémolysine. Les lapins suppertent 
bien des doses trés fortes dhémolysine : 20 et 30 ec. ce. sous la 
peau, dans le périteine ou dans la veine. 

Contrairement aux hémolysines cellulaires et & la staphyle- 
toxine *, celle qui est séerétée par le streptecoque n'est pas du 
tout ou n’est quextrémement peu toxique. Il est inutile de rap- 
porter ict les nombreux essais tentés sur des lapins et des mou- 
tons, dans le but dobtenir Fantitexine. Nous avons essayé la 
voie sous-cutanée, intraveineuse, Intrapéritonéale, et toujours 


avec le méme résultat négatif. Nous faisens cependant quelques 


réserves sur les injections sous-eutanées des doses massives 
d’hémolysine chez les lapins, car dans quelques cas nous avERS 
observé une proprieté antihémolytique. si toutefois cette der- 
niére n’était pas due a une particularité individuelle du séram. 


Pour ce qui concerne le mouten, ni les injections intravel-— 


neuses ni les injections sous-cutanées nent jamais pu donner 
naissance & la moindre trace dantihémolysine. 

Dans tous nos essats d immunisation, nous employions une 
hémolysine active vis-a-vis des globules de mouten et de lapin, 


sans parler d’autres espéces de globules. Elle Gait pré- — 


4. Newser ar Weensesra, fee. ctf. 
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_ parée avec un mélange des sérums chauffés de lapin et de 
; Le seul fait que l’on observait dans ces essais, c’était la for- a 
_._ mation du précipité. de Tchistowitch aussitét que lon faisait Li 
_ le mélange de Vhémolysine avec du sérum des lapins vac- - 
- cinés. 
Nous n’ayons jamais constaté un précipité aussi abondant 
que celui que l’on obtient avec du sérum des lapins injectés par_ ae 
la yoie sanguine. Sen apparition était presque instantanée, et il 
était si abondant qu'il semblait occuper 4 Iui seul tout le = 
tube. ~— fee 
Le sérum de lapins injectés par la voie intrapéritonéale avec 
_ des doses d’hémolysine égales et également espacées donnait ees. 
un précipité beaucoup moins volumineux. - . an 
Les essais d immunisation n’ayant pas jusqu’a présent donné = 
des résultats favorables, il nous reste 4 chercher de nouveaux a 
procédés pour ae iantistreptocolysine. ae 


4 CONCLUSIONS 


Dans certaines conditions bien déterminées, le streptocoque Pe 
sécréte une substance de nature probablement diastasique, qui 
posséde des propriétés hémolytiques trés prononcées. 
_ Cette hémolysine streptococcique dissout les globules rouges 3 
de la plupart des animaux de laboratoire. = 

-‘L’action hémolstique s opére lentement 4 la température de 

__ la chambre; loptimum de son action est 4 37°. a8 

L’hémolysine streptococcique résiste & 55° pendant une . 2 

_ demi-heure: chauffée méme a 65° pendant une demi-heure, ete 
elle ne perd pas ses propriétés hémolytiques; on constate seu- 
lement dans ces cas un retard dans l’apparition de hémolyse. a 
La disparition compléte et définitive de leffet hémolytique io 
survient 4 la suite d'un chauffage soit pendant 2 heures a 70°, ae 
soit pendant 10 heures 4 55°. Poy 
_ _ WL hémolysine streptococcique ne passe pas a travers la mem- 
brane du dialyseur. = 
Elie peut acquérir des propriétés individuelles suivant le ae 
- milieu dans lequel elle s’est formée. <3 
| Elle n’est pas toxigue pour les animaux (mouton, lapin). = 


‘\ 


eee mere. w 


SUR PETAT DE LA CYTASE DANS LE PLASMA DES ANIMAUX NORMAUS 


ETDES ORGANISMES VACCINES CONTRE LE VIBRION CHOLERIQUE 


par C, LEVADITI (pe Bucarsst) 


ee es 


(Travail du laboratoire de M. Metchnikoff.) 


Le progrés accompli dans le domaine de l’immunité anti- 
microbienne et anticellulaire est, 4 ’heure présente, considé- 
rable. Les recherches de Bordet, d’Ehrlich et Morgenroth, de 
Metchnikoff et ses éléves, ont permis de pénétrer jusque dans 
ses plus intimes détails le mécanisme qui préside a l’action des 
bactériolysines et des cytotoxines spécifiques. On sait que les 
immun-sérums agissent au moyen de deux principes bien défi- 
nis, le complément ow cytase et le corps intermédiaire ou sensibili- 
satrice, et que la cytolyse, comme la bactériolyse, est condi- 
tionnée par la fixation de ce corps intermédiaire sur |’élément 
cellulaire ou microbien. On reconnait, de plus, que parmi ces 
substances, seule la sensibilisatrice est douée de propriétés 
spécifiques et caractérise ’immun-sérum; au contraire le complé- 
ment, essentiellement non spécifique, existe chez des animaux 
n’ayant subi préalablement aucun traitement. 

Il est important de préciser les rapports qui relient 
ces substances aux éléments cellulaires. Une telle étude 
est éminemment propre & nous renseigner sur le mécanisme qui 
domine la genése des anticorps; de plus, elle permet de voir 
en quelle mesure les cellules prennent part, d’une maniére 
directe ou au moyen de leurs sécrétions, a la lutte contre les 
agents figurés et leurs produits solubles. M. Metchnikoff nous 
ayant accordé son précieux appui, nous avons pensé bien faire 
d’entreprendre, sous sa direction, une série de recherches diri- 
gées dans cette voie. Ces recherches ont pour but de préciser si 
le complément, capable de réactiver la sensibilisatrice anticholérique, 
existe a Vétat de liberté dans. le plasma des animaux normaux ou 


-activement immunisés, ou bien si ce complément, ordinairement ren— 


x 


oh 


Ar diKre sears 


nd Lia Sth ny aati oan 


NE EN NG TaN eee BE aye» eee eee 


Wee ah 


7 


ETAT DE.LA CYTASE DANS LE PLASMA, 895 


fermé dans le protoplasma leucocytaire, n'est livré aux humewrs 
quapres la mort des globules blancs. 

Nous n’entreprendrons pas ici lhistorique complet de cette 
question ; il est amplement fait dans un travail de Gengou, paru 
récemment dans ces Annales‘. D’ailleurs, la plupart des auteurs 
qui ont essayé de préciser les relations entre les leucocytes et 
les propriétés bactériolytiques des humeurs (Buchner, Denys et 
ses éléves), ont eu en vue l’alexine ou la substance bactéricide 
des sérums normaux, et non pas le complément lui-méme, tel 
qu’il peut étre mis en évidence au moyen des sérums préalable- 
ment inactivés. Pourtant les recherches de Metchnikoff 2, de 
Salimbeni*, de Gantacuzéne *, montrant que les vibrions choléri- 
ques, introduits sous la peau des animaux vaccinés, ne subissent 
pas la transformation granulaire décrite par Pfeiffer, les cons- 
tatations de Bordet° concernant les propriétés bactéricides des 
liquides transudatifs provenant d’organismes activement immuni- 
sés, enfin l’‘observation de Cantacuzéne, a savoir que chez les oies 
atteintes de spirilluse, les microorganismes ne subissent des 
modifications extracellulaires qu’aprés la coagulation du sang, 
sont, a notre avis, trop démonstratives, pour ne pas étre consi- 
dérées comme autant de preuves en fayeur de la non-liberté du 
complément dans le plasma. 

Pour ce qui concerne la substance bactéricide des sérums 
normaux, les recherches récentes de Gengou, d’aprés lesquelles 
le plasma, pauvre en leucocytes, est infiniment moins actif que le 
sérum, sont, assurément, les mieux faites dans cet ordre d’idées. 
Néanmoins, si l’on se place au point de vue qui nous intéresse 
spécialement, on peut adresser a ces recherches les mémes objec- 
tions qu’aux conclusions de Buchner, de Denys, etc., a savoir 
qu’elles ne tiennent pas assez compte de la complexité des sérums 
bactéricides normaux. Pour ce motif, ces expériences ne démon- 
trent pas d’une maniere. absolue que les différences constatées 


1. Gencou, Contrib. & I’étude de Vorigine de Valexine des sérums normaux, 
ces Annales, février 1901, et méme titre, 17 partie, ces Annales, avril 1901. 

2. Mercanixorr, Etudes sur ’immunité, 6™° mémoire, ces Annales, 1895, 

3. Saumupeni, La destruction des microbes dans le tissu sous-cutané des ani- 
maux hypervaccinés, ces Annales, 1898. ; Poh 

4. Canracuzbne, Nouvelles recherches sur le mode de destruction des yibrions 
dans Vorganisme, ces Annales, 1898. MG 

5. Borver, Contrib. & l’étude du sérum chez les animaux vaccinés, Ann. dela 
Soc. royale des sc. médicales et naturelles de Bruxelles, 4895, t. IV. 
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entrele pouvoir microbicide du plasma et du sérumrésident exciust- 
vement dans Vabsence du complément libre dans le premier de ces 
liquides. Il serait en effet fort possible que les leucocytes mettent 
en liberté non seulement le complément, mais aussi une sensibi— 
lisatrice normale, ce qui compliquerait beaucoup l influence des 
globules blancs sur les propriétés bactéricides des humeurs nor- 


males. : 
Pour résoudre le probleme que nous nous sommes posé, on 


peut s’adresser soit 4 des organismes normaux, soit & des ani- 
maux préalablement vaccinés. Seulement, dans le premier cas, 
il faut commencer par étudier le mécanisme qui préside a l’ac- 
tion des sérums bactéricides normaux, voir si, comme le yeu- 
lent Pfeiffer et Moxter, ces sérums agissent suivant le pro- 
cédé utilisé par les immun-sérums, c’est a-dire au moyen 
du complément et du corps intermédiaire. Cette question une 
fois éclairée, il devient évident que toute conclusion, concernant 
état du complément chez les animaux neufs, ne saura plus étre 
atteinte par l’objection que l’on pourrait adresser aux recher- 
ches de Gengou. 


Aussi avons-nous eu soin de commencer notre étude par 
Yanalyse de ces sérums normaux. A cette fin, nous avons choisi 
comme sujet d’expérience le cobaye et le rat, comme microbe 
le vibrion cholérique (variété Cassinv). Déja en 1895, Pfeiffer 
avait constaté que le sérum normal de chévre, préalablement 
inactivé par un chauffage a 60°, est capable de dissoudre les 
vibrions cholériques, si l’on a soin de lintroduire, en méme 
temps que ces vibrions, dans la cavité péritonéale d’un cobaye 
neuf, Cet auteur établissait ainsi une analogie étroite entre 
Vimmun-sérum et le sérum normal, et attribuait aux humeurs 
bactéricides des animaux neufs une constitution voisine de 
celle des sérums préventifs. Denys et Leclef, Hahn *, en se ser- 
vant soit de sérums complémentaires, soit de leucocytes, ne 
réussirent pourtant pas a rendre bactéricide un sérum normal, 


préalablement inactivé; au contraire, entre les mains de Lascht-~ 


schenko *, ces globules blancs se montrérent capables de réac- 
tiver un tel sérum. oe 

1, Prewrer, Z/f. fir Hyg., 1895. 

2, Cités d’aprés Moxter. 4 

3, Lascutscnenxo, Meinchener med. Woch, 1899, p. 475. 
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Moxter ‘a fait une étude plus détaillée de la question. Ll trouve 
que les mélanges constitués par deux substances inactives, Vexsu- 
dat péritonéal préalablement dilué, provenant des cobayes 
neufs et le sérum .inactivé du méme animal, exercent une 
action bactériolytique manifeste sur les vib:ions cholériques ; 
cette action peut parfois dépasser celle du sérim frais, Moxter, 
tout en attribuant aux humeurs bactéricides normales une cons- 
titution complexe (complément + sensibilisatrice), ne peut éta- 
blir aucune relation entre les globules blancs de !’exsudat péri- 
tonéal et le pouvoir réactivant de cet exsudat. Il dit, en effet : 


« Es ist jedoch keine Beziehung derselben zu den Leukocyten nachweis- 


bar ». Si la premiére affirmation de Moxter demande une vérifi- 
cation expérimentale, la derniére peut étre mise en doute, rier 
qu’en analysant quelques-unes des expériences publiées par l’au- 
teur lui-méme. En effet, pour conclure que l’on ne peut pas 
apprécier le rdle joué par les leucocytes, dans ses recherches de 


réactivation, Moxter s’appuie sur le fait que le pouvoir bactéri-_ 
cide d’un sérum préalablement inactivé et mis en contact avec: 


des globules blancs vivants est nul, quoique ces globules offrent 
des manifestations vitales jusqu’a la fin de l’expérience. Or, 
comme on le verra au cours de ce travaii, et comme il ressort 
des recherches antérieures de M. Metchnikoff, justement les leu- 
cocytes ne mettent en liberté le complément qu’ils renferment 
qu apres avoir subi des modifications régressives. Donc, rien 
d’étonnant si dans les expériences précitées de Moxter ces leu- 
cocytes, en plein état de vitalité, n’ont pas été capables de 
rendre bactéricide le sérum préalablement inactivé. 

Que les sérums bactériolytiques normaux agissent au moyen 
de deux substances, le complément et la sensibilisatrice, c’est ce 
qui semble ressortir aussi d’une expérience déja ancienne de 
Bordet, d’aprés laquelle le sérum inactivé de cheval normal 
rend les vibrions cholériques sensibles a l’action lytique de 
Valexine du cobaye. Rappelons, enfin, que pour ce qui concerne 
les sérums hémolytiques, le fait a été démontré d’une maniére 
éclatante par Ehrlich et Morgenroth ?, qui décélent dans certaines 
hémolysines normales la présence d’un corps intermédiaire et 
d’un addiment. 


4. Moxrer, Ueber die Wirkungsweise der bacterienauflisenden Substanzen 
der Tierischen Safte, Cot. fiir Bakt., 1899, B. 26. 
2. Enauicu et Morcenrotu, Ueber Hamolysine, IIe Mitt. Ber/. Al. Woch., 1900. 
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Dans nos recherches, nous avons employé, comme substance 


-réactivante, lextrait leucocytairé cbtenu en soumettant lexsudat 


péritonéal (cellules et liquide exsudatif) du cobaye neuf, tout 
dabord 4 une courte congélation, ensuite pendant plusieurs 
heures & la température du thermostat (méthode de Buchner). 
L’exsudat, obtenu en injectant dans la cavité péritonéale de 
plusieurs animaux une suspension d’aleurone dans du bouil- 


ton, était préalablement dilué dans une quantité variable d’eau 
-physiologique. Aprés le séjour au thermostat, on séparait les 


cellules Alaide de la force centrifuge, et on obtenait ainsi uo 


‘liquide clair, riche en complément. Le sérum du cobaye neuf, 


x 


-préalablement maintenu pendant une heure a 56°, nous servait 


‘comme sensibilisatrice. Enfin, dans toutes nos expériences, 
nous avons employé le vibrion cholérique, dont la transforma- 
‘tion granulaire plus ou moins rapide, plus ou moins complete, 
mous servait comme indicateur de l’activité pinbeeecee 
recherchée. 

Expiamnces! (6 avril). On éprouve l’action d’un sérum frais de cobaye 
neuf sur une émulsion de vibrions cholériques (culture sur gélose, Agée de 
22 heures) dans du bouillon (0,05 g. culture pour 5 c. c. bouillon). Les 
meélanges de culture et de sérum sont maintenus pendant 1 heure au ther- 
mostat, et examinés en goutte pendante. 


COLTORE SERUM § Pes 0/0. jap. 1 h. de ee ee 
6,5 4,0 0,5 + 4+ 
> 0,78 0,75 eae 
» 0,5 1,0 + + 
» 0,25 1.25 fet 
» | 0 Aes) ta) 


1. Dans cette expérience et dans celles qui suivent : 

O signifie pas de tr inc mation granulate. 
— trace’ _— 
— transformation granulaire faible. 
_ — — moyenne. 
_— _ = Jorte. 


On voit, d’aprés cette expérience, que le sérum frais de 
cobaye neuf réalise in vitro d'une maniére appréciable, la 
transformation granulaire du vibrion Cassino. 


. 
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L’extrait leucocytaire obtenu en traitant suivant fa méthode 
décrite plus haut l’exsudat péritonéal de cobaye neuf, parait jouir 
Vun pouvoir bactériolytique moins accentué que celui du sérum 
provenant du méme animal; ce pouvoir devient égala celui de 
ce sérum si l’on a soin d’expérimenter surle rat. C’est ce que 
les expériences suivantes montrent clairement. 


’ 


Expsérrence II ({2 avril). L’exsudat péritonéal et le sérum frais de cobaye 
neuf ont été dilués de moitié, avec de l’eau physiologique. 


| 


ae ee EAU RESULTAT 
Tt < J 3 Q 
| CULTURE |SERUMNEUF| EXTRAIT physiolog. jap. 1h. de séjeur au thermostat. 


| 
0,5 4,0 0 0,5 oar aia 


Exprarence III (17 avril). Un rat blanc recoit dans le péritoine 3c. c. de 
bouillon-aleurone. Aprés 22 heures, on trouve 1,2 c. c. d’exsudat riche en 
polynucléaires, que l’on dilue dansson volume d’eau physiologique. L’ extrait 
obtenu al’aide de cet exsudat est comparé a du sérum frais de rat normal, 
au méme titre de dilution. 


i 
RESULTAT | 
apres 1 heure de séjour au 
thermostat. 


EAU 


CULTURE SERUM EXTRAIT puystoles: 


+ + 


Témoin,. 
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_ Nous avonsrecherché ensuite sil’extrait leucocytaire employé 
dans les expériences précédentes est capable de réactiver un 
sérum neuf, préalablement maintenu pendant 1 heure a 56°. A 
cette fin, nous avons tout d’abord dilué cet extrait leucocytaire 
jusqu’a ce qu’il n’exerce plus d’action bactériolytique; nous 
avons ensuite ajouté, au liquide ainsi rendu inactif, des quan- 
tités variables de sérum chauffé. 


Expérience [V (18 avril). La dilution de lVexsudat est de 4: 5, On 
emploie une émulsion vibrionnienne contenant une culture sur gélose, pour 
5 ¢. c. bouillon (Cobaye). 


SERUM SERUM EAU 


actif. inactif. EXTRAIT physiol. apres. Ach: ide ‘eeiaus 


au thermostat. 


. 

. 

4 

j 

RESULTAT [> : 

CULTURE 


hy otis eha 2 


0,5 + + “4 
: 
¥ 
3 
i 
j 


Extrait. 


Sérum 
inactif 


+e lt Wyte rte. 


extrait. 


aut Témoin. 


ate Cette expérience montre que dans le cas ow |’extrait leuco- 
cytaire, & force d@étre fortement dilué, ne réalise plus a lui 
seul le phénoméne de Pfeiffer, cet extrait n’exerce aucune 
7 action sensible sur un sérum préalablement inactivé. Il n’en est 
pi pas de méme lorsque la dilution est plus modérée. On voit alors 
que le pouvoir bactériolytique de cet extrait s’exagére sous Vin- 
tis fluence du sérum chauffé, 


ae ee Aa 
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Exeérignce V (12 avril), La dilution de Vexsudat est deity 4 


RUSULTAT 
aprés 1 h, de séjour 
au thermostat. 


SERUM | SERUM | pyqpart EAU 


CULTURE. : ; 
actif. inactif. physiolog. 


40 | ++ + 


Extrait. 


Extrait 
as 


| séram 


L’exsudat péritonéal et le sérum de rat donnent des résultats compa-~ 


rables a ceux fournis par l’expérience précédente. 


Cette premiere série d’expériences montrent que le sérum 
normal inactivé contient une substance capable d’exagé- 
rer dune maniére appréciable l’activité bactériolytique du com- 
plément renfermé dans l’extrait leucocytaire. Dans les expé- 
riences suivantes, nous avons recherché si les vibrions cholé- 

-riques fixent cette sensibilisatrice normale. ; 


‘ 


Expérience VI (21 avril). L’exsudat péritonéal aleuronique de cobaye 
normal est dilué dans son volume d’eau physiologique; il sert 4 préparer 
Vextrait leucocytaire. Le sérum de cobaye normal est inactivé a 560, et 
divisé en deux portions, S et S’: S est employé tel quel; S’, préalablement 
mis en contact avec des vibrions cholériques, est maintenu au thermostat 
pendant 2 heures. On sépare ensuite les vibrions 4 l’aide de la force centri- 


fuge. (Voir a la page suivante.) 


Le sérum neuf inactivé, préalablement maintenu en contact 
~avec des vibrions cholériques, devient manifestement moins 
riche en sensibilisatrice. Ilest donc & admettre que ces vibrions 
ont fixé une partie de la sensibilisatrice normalerenfermée dans 
ce sérum. S’il en est ainsi, on doit constater que ces vibrions, 


sy 
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RESULTAT 
apres 1 h. de séjour 
au thermastat. 


EAU. 
physiolog. 


| CULTURE | SERUM S | SERUM S/| EXTRAIT 


ainsi sensibilisés, doivent subir plus facilement Vaction bacté- 
riolytique de Vextrait leucocytaire. C’est ce rane montre, en. 
effet, Pexpérience suivante ; 


Expérience VII (13 mai). On emploie le scrum de cobaye normal (Sn) et 
le sérum provenant d’un cobaye immunisé contre le vibrion Cassino (Si); 
ces deux sérums ont été préalablement inactivés. Une culture vibrionienne 
sur gélose, dgée de 23 heures, est répartie en trois portions, a, b et c. De 


ces trois portions, a est mis en contact avec Sn, 6 avec Si, et c avec du 


bouillon; on maintient le tout pendant 3 heures a la température de la 
chambre. Les vibrions sont ensuite séparés par la force centrifuge et lavés a 
Leau physiologique. 
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CULTURE EXTRAIT EAU RESULTAT 
: physiolog. jap. 4 h. de séjour au thermostat. 
3 1 1 
Vibrions ++ + 
3 3 9 
sensibilisés 4 Complet. 
: : ‘ 
avec Si. A Complet. 
: » 2 Complet. 
3 1 14 0 
Vibrions 
| sensi : : 9 Heas 
sensibilisés 
3 5 7 
|. avec Sn. Sb aR ae 
: - 2 ++ +44 
3 A il 0 
Vibrions 3 3 9 4 
normaux, 3 5 ; 7 a ne 
3 40 ) Sonar 


On voit, d’aprés cette expérience, que la sensibilisatrice 
renfermée dans le sérum neuf se fixe sur les vibrions cholériques. 
Pourtant, il est & admettre que cette fixation s’opére d’une. 
maniére moins intense gue celle de l’immunkérper des sérums 


préventifs. En effet, dans deux de nos expériences, les vibrions. 


préalablement mis en contact avec le sérum neuf inactivé n’ont 
pas différé sensiblement des vibrions puisés directement dans 
le tube de culture. 

Ces recherches sont assez concordantes pour nous autoriser 
a admettre, avec Pfeiffer et Moxter, que le powvoir bactériolytique 
des sérums normaux est di a Vintervention du complément et dune 
sensibilisatrice normale. Evidemment, les résultats fournis par ces 
expériences ne nous permettent pas de préciser si cette sensi; 
bilisatrice normale est identique a celle de ’immun-sérum, et si 
les réactions humorales que lon observe dans |’immunité 
acquise ne sont qu'une exagération de ce que l’on trouve a 
Pétat d’ébauche chez les animaux normaux. Quoi qu’il en soit, 
ces faits sont assez démonstratifs pour constituer le point de. 
départ nécessaire a l’analyse des phénoménes exposés ci-dessous. 
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ate te + 
sy 
Que se passe-t-il quand, im vitro, on met en contact des 
vibrions cholériques avec de lexsudat péritonéal frais du cobaye 
neuf ? Disposons V’expérience en nous servant du procédé em- 


-ployé déja en 1895 par Bordet (phagocytose in vitro) et suivons 


pas 4 pas les phénoménes qui ont lieu dans ces conditions. 


ExpérieNcE VIII (8 juin). — Exsudat péritonéal riche en polynucléaires, 
ebienu chez le cobaye 4a l’aide d’une injection de bouillon pratiquée 
20 heures avant l’expérience; émnuision de vibrions dans de l’eau physiolo- 
gique. On fait quatre mélanges, renfermant chacun une partie d’exsudat, 
une partie de culture et une partie d'eau physiologique; on dispose ces mé= 
Janges dans des chambres humides, 4 Ja température du thermostat. 
Aprés 5, 20, 40 et 60 minutes, on fait des préparations sur lame et lon 
eolore a la thionine phéniquée. Voici ce que l’on observe : 

Aprés 5 minutes. — On ne décéle pas encore de signes de phagocytose. Les 
Jeucocytes polynucléaires sont pour la plupart entourés de vibrions ayant 
eonservé leur forme et leur colorabilité normales. Quelques globules blancs 
offrent des signes de dégénérescence; Jeur noyau fragmenté apparait sous 
la forme de grains ronds, fortement colorés, leur protoplasma est homogéne. 
Ces globules blancs morts sont extrémement rares. 

Aptkés 20 minutes. — Ungrand nombre de leucocytes polynucléaires renfer- 
ment des vibrions. Ces vibrions phagocytés sont en partie transformés en granu- 
Yations de Pfeiffer; on voit toutes les formes de transition entre les virgules 
englobées et ces granulations basophiles'. Les quelques polynucléaires dégé- 
mérés que l’on trouve dans la préparation ne renferment pas de vibrions. 
Pas de phénomene de Pfeiffer en dehors des cellules. 

Aprés 40 minutes, surtout aprés 60 minutes. — Le phénoméne de la pha- 
gocytose est 4son maximum, La plus grande partie des vibrions est englobée 
par les polynucléaires et transformée en granulations. Un certain nombre 
de ces granulations sont en voie de dissolution; leur coloration est plus pale, 
Jégérement métachromatique, Pas de phénoméne de Pfeiffer en dehors des 
oellules, 


Nous n’insisterons pas sur la phagocytose et sur la transfor- 
mation granulaire intracellulaire, trés manifestes dans cetie 
expérience : ces faits ont été déja maintes fois constatés et inter- 
prétés. Nous remarquerons tout simplement que les leucocytes 


_ 4, On pourrait objecter que ces granulations intra-leucocytaires ne sont que 
des granulations pseudo-éosinophiles plus ou moins modifiées. I] n’en est'rien, vu 


que la Thionine phéniquée ne permet pas de mettre en évidence ces derniéres — 


formations granulaires. 
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polynucléaires réalisent cette transformation avec une extréme 
rapidité, tandis que le liquide easudatif' ne modifie pas sensible- 
ment les vibrions restés en dehors des cellules. Cette constata- 


tion n’est pas sans nous faire penser que le protoplasma leuco-. 
cytaire, a Vencontre de ce liquide easudatif, réalise certaines condi-_ 


tions nécessaires a la genése du phénomene de Pfeiffer. 

Portons plutét notre attention sur ce qui se passe en dehors 
des cellules, et remarquons que le liquide exsudatif, @ l’encontre 
du sérum neuf, west pas capable d’imprimer des modifications 
visibles aux vibrions cholériques. Il y a done entre ce liquide, 
renfermant des leucocytes vivants, et le sérum neuf, tout en 
tenant compte bien entendu de la dilution, des differences mani- 
festes au point de vue de l’activité bactériolytique. Or, si l’on se 
rappelle que le pouvoir microbicide de ce sérum est di a l’inter- 
vention simultanée du complément et de la sensibilisatrice 
normale, on est conduit a expliquer Vinactivité du liquide exsudatif 
soit par un manque de complément, soit par un manque de sensibili- 


satrice, soit par Vabsence de ces deux principes a la fois. C’est pour 


préciser laquelle de ces deux substances est insuffisamment 
renfermée dans le liquide exsudatif que nous avons entrepris 
les expériences suivantes. : 

Nous avons recherché tout d’abord si ce liquide exsudatif ren- 
fermeducomplément. A cette fin, nous noussommes servi de vibrions 
préalablement mis en contact avec du sérum préventif, comme 
dun réactif extrémement sensible pour la mise en évidence de 
ce complément. 


Expséerence IX (19 juin). — On sensibilise des vibrions cholériques i Vaide 


d’un immun-sérum inactivé, de cobaye. Les vibrions ont été laissés en con- _ 


tact avec le sérum pendant quatre heures 4 la température de la chambre, 
isolés au moyen de la force centrifuge et lavés. Au microscope, ces vibrions 
sensibilisés apparaissent en grande partie agglutinés, mais n’offrent pas des 
changements morphologiques appréciables. On prépare des mélanges ren- 
fermant une partie d’exsudat péritonéal frais de cobaye, une partie d’eau 
physiologique et une partie d’une émulsion de vibrions sensibilisés. 

Aprés 10 minutes de séjour au thermostat, on voit que les polynucléaires, 
pour la plupart agglutinés, renferment un nombre considérable de vibrions 
(beaucoup plus que dans l’expérience VIII). Uncertain nombre de ces vibrions 
phagocytés sont déja transformés en granulations de Pfeiffer. Les vibrions 
libres n’offrent pas des modifications appréciables; ce n’est qu’avec peine 


1. Ce terme désigne la partie liquide de l’exsudat péritonéal. 
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que l’on réussit a déceler ca et ]4 quelques exemplaires en voie de transfor- 
mation granulaire. 

Aprés 20 minutes. — Presque Ja totalité des vibrions phagocytés sont déja 
transformés en granulations. On découvre, en dehors des cellules, une intense 
modification granulaire des virgules; 4 coté d’individus entiers, mais faible- 
ment colorés, on décéle de nombreuses granulations de Pfeiffer en vole de 
dissolution. Phénoméne de Pfeiffer extra cellulaire manifeste. 

Aprés 45 minutes. — La transformation granulaire des vibrions extracellu- 
laires est compléte. Les phagocytes ne renferment presque plus de vibrions 
entiers. 

Cette expérience montre que le liquide exsudatif renferme 
une certaine quantité de complément, capable de transformer en gra- 
nules des vibrions préalablement sensibilisés au moyen dun immun- 
sérum. Cette constatation ne peut pourtant pas trancher d’une 
maniére suffisamment-démonstrative la question que nous nous 
sommes posée, a savoir si les differences observées entre le 
liquide exsudatif et le sérum frais, résident ou non dans l’absence 
de complément dans le premier de ces liquides. Cette expérience 
prouve tout simplement que la partie extracellulaire de l’exsu- 
dat péritonéal contient assez de complément pour transformer 
en granules des vibrions impressionnés par la sensibilisatrice 
de ’immun-sérum. Or, cette quantité de complément peut fort 


bien ne pas suffire, quand il s’agit de vibrions soumis a l’influence 


de la sensibilisatrice normale, dont lactivité est de beaucoup 
inférieure a celle de Pimmunkorper. 

Admettons a priori que la partie liquide de l’exsudat périto- 
néal et le sérum normal renferment la méme masse de sensibi- 
lisatrice normaie, mais que le premier de ces liquides est plus 
pauvre en complément que le second. Admettons aussi que les 
leucocytes polynucléaires, riches en complément, ne livrent ce 
principe quaprés leur destruction. I résulte alors que tout 
moyen permettant d’agir @une maniétre directe sur la vitalité 
des globules blancs renfermés dans l’exsudat péritonéal sera 
capable d’augmenter d’une maniére sensible la teneur en com- 
plément du liquide exsudatif. Le pouvoir bactériolytique de ce 
liquide se rapprochera ainsi de celui du sérum frais. C’est ce que 
Vexpérience suivante montre suffisamment. 

‘Expirtence X (6 mai). — On utilise l’exsudat aleuronique de cobaye nor- 


mal. Des quantités variables de cet exsudat frais sont mélangées avec une 


émulsion de vibrions dans de l’eau physiologique, et maintenues pendant 
2» 40m au thermostat. 
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Voici ce que l’on observe : 


Melange 1. — Les rares leucocytes polynucléaires renfermés dans la 


préparation n’offrent pas d’altérations visibles. Les vibrions extracellulaires 
sont intacts. 
Mélange 2. — Un grand nombre des globules blancs polynucléaires 


montrent des modifications régressives; leur protoplasma n’a plus le contour 


précis, nettement délimité, les cellules sont entourées d’une masse blewatre, 
légérement granulée. Tandis que les vibrions situés loin des Jeucocytes ont 
conservé leur forme et leur colorabilité normales, ceux qui se trouvent au 
voisinage des polynucléaires en yoie de destruction, et qui, pourla plupart, sont 
englobés par la masse bleuatre péri-leucocytaire, ont subi une transformation 
granulaire trés accusée. 

Mélange 3 et 4. — Le phénoméne décrit plus haut est sensiblement plus 
manifeste. 


On voit, d’aprés cette expérience, que les polynucléaires en 
voie de destruction spontanée mettent en liberté quelque chose 
qui se trouve en plus forte concentration au voisinage de ces 
cellules et qui confére au liquide extracellulaire des propriétés 
bactériolytiques assez prononcées. Ce fait apparait d'une maniére 
plus frappante si, au lieu d’étudier ce qui se passe lors de la 
mort spontanée des leucocytes, on fait intervenir un agent leuco- 
lytique, agissant d’une fagon spécifique sur les globules blancs, 
telle la leucotoxine. 


ExpErience XI (18 juin). — On prépare quatre mélanges A, B, C, et D, 
renfermant la méme quantité de vibrions, d exsudat péritonéal frais et d'eau 
physiologique. Ces mélanges sont maintenus pendant une heure a 38°, On 
examine alors le mélange 4. 

A. — Pas de transformation granulaire extra cellulaire. La plupart des 
polynucléaires ont englobé des vibrions ; ces vibrions sont en partie trans- 
formés en granulations de Pfeiffer. 

On fait alors intervenir dans B Ia leucotoxine, en suivant le procédé 
résumé ci-dessous : 

5 parties de sérum leucotoxique mactivé, provenant d'un lapin immunisé 
a aide de leucocytes de cobaye, sont mélées a 5 parties de sérum frais de 
cobaye (complément) = L. 

5 parties de sérum inactive de lapin normal sont mélées & un volume 
égal du méme sérum frais de cobaye = M. 
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‘ Aprés 1 heure de séjour au thermostat, B recoit 2 gouttes du mélange 
leucotoxique L; C recoit 2 gouttes‘dy mélange non leucotoxique M; Dest 
conservé comme témoin. On remet le tout au thermostat et on examine 


-aprés 30 minutes de séjour. Voici ce que l’on observe : 


Le témoin ne differe pas sensiblement du mélange A. 

_ Le mélange C (non leucotoxique) montre que les vibrions non phagocytes 
wont pas subila transformation granulaire; les polynucléaires contiennent 
un grand nombre de granulations de Pfeiffer. 

Le mélange D (leacotoxique). — 1° Le liquide exsudatif renferme, a part 
quelques vibrions entiers, de nombreuses granulations. Ces granulations sont 
soit libres, et dans ce cas elles siégent plus ou moins loin des leucocytes, 
soit emprisonnées dans un magma albumineux, légérement chagrine, bleuatre, 
rappelant par son aspect le protoplasma leucocytaire et étant situé au voisi- 
nage des polynucléaires; 

20 Ceux des leucocytes polynucléaires qui ont résisté a ]’action dissolvante 


de Ja leucotoxine offrent un protoplasma bourré de granulations de Pfeiffer. 


Mais la plupart des globules blancs sont profondément altérés. On voit 
comment, par suite de la cytolyse, des débris de protoplasma abandonnent 
le noyau et se répandent dans le milieu ambiant. Ces débris renferment des 
vibrions transformés en granules, de sorte qu'il est aisé d’établir un rap- 
port génétique intime entre Jes masses albumineuses décrites plus haut et 


‘ces débris protoplasmiques. 


Un examen attentif de nos préparations permet dinterpréter comme il 
suit les phénoménes qui ont lieu dans l’expérience précédente: sous 'in- 
fluence de Ja leucotoxine, la plupart des globules blancs polynucléaires se 
détruisent et laissent échapper leur contenu, Il faut se représenter ce contenu 
comme étant constitué par une partie liquide, les produits de sécrétion éla- 
borés par le leucocyte vivant, et par une partie consistante, le protoplasma 
lui-méme. Au moment ot l’ona fait intervenir la leucotoxine, ce protoplasma 
renfermait déja des vibrions transformés en granules, de sorte qu'une 
partie des granulations extracellulaires, 4 savoir celle qui existe a l’intérieur 
des débris protoplasmigques, a été incontestablement élaborée au sein des 
phagocytes, Il n’en est pas de méme des granulations de Pfeiffer qui, n’ayant 
aucun rapport avec les éléments cellulaires, flottent a l'état de liberté dans 


le liquide exsudatif. La, il faut accuser le contenu liquide du protoplasma 


leucocytaire. En effet, ce contenu, échappé aprés la mort des globules blancs 
et répandu dans ce liquide exsudatif, crée un milieu capable de transformer 
en granules une partie des vibrions non phagocytés. 
Ces recherches montrent done que les globules blancs poly- 
nucléaires peuvent, aprés leur destruction, conférer des pro- 


priétés bactériolytiques manifestes au liquide exsudatif prove-~ 


nant d’un cobaye normal. En quoi consiste cette action des 
globules blancs? S’agit-il exclusivement d’une mise en liberté 
du complément, ou bien les leucocytes livrent-ils en méme 
temps une sensibilisatrice normalement renfermée dans leur pro- 
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toplasma? Tout ce que nous savons sur les relations entre les 
leucocytes polynucléaires et les alexines nous porte plutot vers 
la premiére de ces interprétations, Pour trancher cette question, 
il est pourtant nécessaire d’analyser de plus prés les Penerciea 
leucocytaires. 


Expérience XII (21 juin). — Les leucocytes polynucléaires du cobaye neuf 
renferment-ils la sensibilisatrice normale? 

6c. c. dun exsudat péritonéal riche en polynucléaires sont suspendus dans 
5c. c. deau physiologique, rapidement lavés et séparés par la force centri~ 
fuge. Le magma leucocytaire est repris par 41,5 d’eau physiologique et sert a 
la préparation d’un extrait, que l’on énactive a 560, 

On essaye l’action de cet extrait inactivé sur un exsudat péritonéal frais, 
riche en leucocytes. A cette fin, on dispose dans plusieurs chambres humides 
un mélange renfermant l’extrait leucocytaire, l’exsudat péritonéal et une 
émulsion de vibrions cholériques, On examine les préparations aprés 5’, 30’ 
et 70 minutes de séjour a 380°. 

A aucun moment on ne peut saisir de différences appréciables entre les 
préparations qui renferment l’extrait leucocytaire inactivé, et le mélange 
témoin, ot cet extrait a été remplacé par de l’eau physiologique. La phago- 
cytose s’opére de deux cotés avec une intensité égale; la transformation gra- 
nulaire extracellulaire, 4 peine ébauchée, n’est pas plus accentuée dans la 
premiére série de préparations, 

ILsemble donc que les globules blancs polynucléés normaux 
ne renferment pas une substance résistante a la température 
de 56°, et capable dinfluencer d’une maniére appréciable l’acti- 
vité bactériolytique du liquide exsudatif. On pourrait pourtant 
objecter que les résultats fournis par l’expérience précédente ne 
sont pas absolument démonstratifs. En effet, il est fort possible 
que la méthode suivie pour la préparation de l’extrait leucocy- 


‘taire ne soit pas capable de mettre en évidence la sensibilisa- 


trice normale, supposée renfermée dans les leucocytes polynu- 
cléés. Cette objection nous semble pourtant peu fondée. La 
méthode utilisée permet de déceler l’existence du complément a 
Vintérieur des leucocytes, elle n’est autre que le procédé recom- 
mandé par Buchner pour la préparation des substances bacté- 


ricides. Or, ce complément, comme ces substances, sont des 


principes beaucoup moins résistants que la sensibilisatrice. : 
Quoi qu'il en soit, il était indiqué de tenir compte de cette 
objection et de soumettre la méthode a une vérification expéri- 
mentale. Pour cela, nous avons recherché sil’extrait leucocytaire, 
obtenu en traitant suivant la méthode de Buchner des globules 
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blancs provenant d'animaux immunisés activement, renferme des 
quantités appréciables de sengibilisatrice. Que les leucocytes 
des organismes vaccinés, tant qu’ils siégent & l’intérieur des 
organes leucopoiétiques, soient, pendant un certain temps, les 
dépositaires de la sensibilisatrice cholérique et typhique, c’est 


‘ce que les expériences de Pfeiffer et Marx et les recherches 


de Wassermann et Deutsch le démontrent d’une maniére évi- 


dente. Bordet!, précisant le rapport intime qui existe entre la 
teneur du sang en globules blancs et la richesse du sérum en 


substance préventive prouve également que les leucocytes circulants 
jouent un role appréciable dansl’élaboration de cette sensibilisa- 
trice. D’ailleurs, méme si l’on se place au point de vue de la concep- 
tion d’Ehrlich, on ne peut pas refuser A ces globules blancs une 
intervention active dans la production des substances immuni- 
santes spécifiques. Ces globules, grace aux récepteurs qu/ils 
renferment, peuvent, au méme titre que d’autres éléments cel- 
lulaires, fixer les groupements haptophores microbiens, et réagir 
par la surpreduction et la mise en liberté de ces récepteurs. 
Plus encore, d’aprés la théorie des « chaines latérales », et sil’on 
considére commie suffisamment démontrés les faits avancés par 
Pfeiffer et’ Marx, on doit, au cours de l’immunisation anticholé- 
rique, saisir un moment ou les globules blancs renferment une 
masse de sensibilisatrice plus forte que celle contenue dans un 
méme volume de plasma: c’est le moment qui précéde la mise en 
liberté des récepteurs. 

Beaucoup de faits nous font done présumer qu’d une épo- 
que déterminée de l’immunisation, les globules blancs peuvent 


renfermer du corps intermédiaire. Il s’agit de rechercher si, 


dans ce cas, la méthode de Buchner permet de mettre en évi- 
dence cette sensibilisatrice intra-leucocytaire. 


Expérrence XII (29 juin). — Les leucocytes polynucléaires de cobaye vac- 
ciné contre le vibrion cholérique renferment-ils de la sensibilisatrice? 

Le 24 juin, on introduit dans la cavité péritonéale de deux cobayes 
4 culture 4/2 de vibrions cholériques (gélose), émulsionnée dans du bouil- 
lon et préalablement chaulfée & 100°. Sept jours aprés, ces cobayes recoivent 
dans le péritoine 5 c. c. de bouillon-aleurone. On retire 3 c. ¢. d'exsudat 
riche en polynucléaires, que l'on dilue dans 10 c. c. d'eau physiologique. Le 
magma leucocytaire, obtenu a l’aide dela force centrifuge, est rapidement 


1. Borner, loc. cit. 
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Javé et sert ala préparation d’un extrait, que l’on maintient pendant 1 heure, 
& 560 (ZL). Le sérum provenant de ces cobayes est également inactivé a cette 
température (S). Enfin, un troisiéme cobaye neuf fournit l’exsudat périto- 
néal frais. On dispose alors Vexpérience de la maniére suivante : 

Mélange A renferme 4 p. exsudat frais + 4 p. L + 4 p. culture vibrion- 
nienne. 

Mélange B renferme 1 p. exsudat frais + 4 p. sérum inactif de cobaye 
vacciné, dilué de moitié + 4 p. culture. 

Mélange C renferme 4 p, exsudat frais + 1 p. eau physiologique + 4 p. 
culture. : 

Aprés 10 minutes de séjour au thermostat, on observe dans le : 

Mélange A (extrait leucocytaire). — La phagucytose est trés apparente ; 
les vibrions englobés sont en partie transformés en granules. Les virgules 
extracellulaires montrent pour la plupart le phénomene de Pfeiffer. 

Mélange B. — Phagocytose manifeste. Presque tous les vibrions libres sont 
transformes en granules. 

Mélange C. — Phagocytose apparente, mais moins intense que dans les 
préparations A et B. Les vibrions extracellulaires sont intacts, on ne décéle 
pas plus de granules en dehors des cellules, qu'il n’y en a dans laculture elle- 
méme. 


Cette expérience montre quedansle cas otlesleucocytes poly- 
nucléaires renferment réellement du corps intermédiaire, la 
méthode de Buchner est essentiellement propre a mettre en évi- 
dence ce corps. Il s’ensuit que si, lorsqu’on applique cette 
méthode a des leucocytes provenant d’animaux neufs, on ne 
réussit pas & déceler dans l’extrait leucocytaire la sensibilisa- 
trice normale, c'est que, effectivement. ces leucocytes ne renferment 
pas, ou ne contiennent que des quantités inappréciables de cette sensibi- 
lisatrice. / 

Cette conclusion nous permet de saisir le mécanisme suivant 
lequel les leucocytes, atteints dans leur vitalité, exercent une 
influence favorisante sur l’activité bactériolytique du liquide 
exsudatif. Ces leucocytes, une fois détériorés spontanément ou 
sous l’influence de la leucotoxine, mettent en liberté un prin- 
cipe qui, réuni au liquide extracellulaire de l’exsudat, trans- 


forme en granules les vibrions non englobés par les phagocytes. 


Ce principe n’est pas une sensibilisatrice normale, vu que les 
globules blancs ne semblent pas renfermer cette substance. Au 


‘contraire, tout porte a croire que ces globules blancs détruits, 


livrent au liquide extracellulaire le complément. 
Il devient alors aisé d’expliquer les différences que nous 


_avons remarquées entre l’activité bactériolytique du sérum et 


« 


sy 


by a ee Oa ee ts’ 


912 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR. 


celle du liquide exsudatif. L'exsudat péritonéal n’est autre chose 
que du plasma transsudé, au seia duquel flottent d’innombrables 


leucocytes polynucléaires, pour la plupart vivants, ainsi que le 


témoignent leurs propriétés phagocytaires. Le sérum est du 
plasma moins la fibrine, mais du plasma ayant été en contact 
avec des globules blancs détruits pendant la coagulation. Si le 
sérum réalise le phénoméne de Pfeiffer, tandis que le liquide 
extracellulaire de l’exsudat frais n’est pas capable de transfor- 
mer les vibrions en granules, cela ne peut tenir qu’a état de 
vitalité plus ou moins grande des leucocytes. En effet, il suffit 


de détériorer les globules blancs contenus dans |’exsudat périto- 


néal, pour conférer au liquide exsudatif des propriétés se rap- 
prochant de celles du-sérum. Et, si nous nous rappelons que les 
leucocytes polynucléaires livrent, aprés leur mort, du complé- 
ment et non pas de la sensibilisatrice, nous arrivons a la con- 
clusion que les différences observées entre le pouvoir bactériolytique 
dw liquide exsudatif et celui de sérum frais trouvent leur raison 
Wétre dans une inégale répartition du complément. 

Nous admettrons ainsi, avec Metchnikolff, Gengou, Bor- 
det, etc., que dans le milieu hématique de l’animal vivant, 
milieu renfermant des globules blancs dont la vitalité ne laisse 


rien a désirer, les conditions doivent étre trés rapprochées de 


celles que nous avons constatées dans |’exsudat péritonéal frais. 
Le plasma des animaux neufs ne détermine pas la transformation 
granulaire des vibrions cholériques; c’est 1a un fait que l’expé- 
rience la plus simple vérifie entiérement. Il suffit en effet d’in- 


_jecter dans la circulation générale d’un cobaye une faible quan- 


tité de vibrions (1/2 c. c. d’émulsion dans de l’eau physiologique, 
préalablement maintenue a la température du corps) et d’exa- 
miner ce qui se passe dans lesang aprés 3,5, 10 minutes et 4 heure, 
pour constater qu’é aucun moment ces vibrions ne subissent la 
moindre trace de transformation granulaire. Or, une masse de 
sérum defbeaucoup inférieure & tells renfermée dans le systéme 
circulatoire de animal, aurait suffi pour réaliser le phénoméne 
de Pfeiffer. 

Dans le liquide exsudatif, ainsi que dans le plasma sanguin 
des animaux neufs, et tant que les leucocytes sont vivants, il 
manque par conséquent un élément sans lequel, malgré la pré- 


sence de la sensibilisatrice normale, la transformation. eranu-_ 
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laire extracellulaire n’est pas possible. Les leucocytes renferment 
et retiennent fortement le complément au sein de leur protoplasma; ils 
ne livrent ce complément qu'apres avoir subi des modifications invo- 
lutives. ; 

Cette conclusion nous permet d’interpréter certains faits qui, 
au premier abord, semblent venir a l’encontre de l’opinion 
daprés laquelle le complément provient des leucocytes. M. Pfeif- 
fer’, dans son mémoire de 1896, refuse aux globules blancs la 
propriété d’engendrer la substance capable de réactiver |’im- 
mun-sérum, pour le motif que les exsudats riches en globules 
blancssontloin d’étre plus réactivants que les liquides péritonéaux 
pauvres en éléments cellulaires. On voit facilement le cété faible 
de cette objection. En effet, la richesse de ces exsudats en com= 
plément n’est pas forcément proportionnelle 4 la teneur de ces 
liquides en leucocytes, mais au nombre des globules blancs 
morts. Or, un exsudat riche en leucocytes peut ne renfermer 
qu’une faible quantité de cellules en état de souffrance. 


Cette conclusion permet aussi de saisir pourquoi, dans |’expé-~ 


rience de Moxter, |’exsudat péritonéal contenant des globules 
blanes vivants n’était pas capable de réactiver un sérum neuf 
préalablement maintenu 456°; pourquoi Gengou, chez quelques- 
uns de ses animaux, décéle un sérum manifestement bactérioly- 
tique, en méme temps qu’un liquide exsudatif déndé de propriétés 
bactéricides. 

L’expérience IX nous a montré que le milieu extracellulaire 
de l'exsudat péritonéal frais renferme une certaine quantité de 
complément. Seulement, dans cette expérience, nous nous 
sommes servi de vibrions sensibilisés au moyen d’un immun- 
sérum et, on le sait, dans ces conditions, il suffit d’une trés 
faible quantité de complément, pour la réalisation du phénoméne 
de Pfeiffer. Or, personne ne contestera le fait que, parmi les 
leucocytes renfermés dans l’exsudat péritonéal frais, il y en a 
toujours un certain nombre qui sont déja morts, ou qui suc- 
combent au cours de l’expérience, et qui peuvent par consé- 
quent livrer au liquide ambiant cette quantité minime de 
complément. 

4, R. Premrer, Lin neues Grundgesetz der Immunitét, Deut.-Med. Woch., 1896. 
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Ly adieu de nous demanier si de telles conditions existent 
dans Je cas ot Vintervention des causes capables de diminuer 
la vitalité des leucocytes est réduite au minimum; en d'autres 

“mots, dans un milieu renfermant des globules blancs intacts 

(le plasma), peut-en encore déceler la présence de cette mintme 
quantité de complément, capable de transformer en granules les 
eibrions sensibilists ? 

Pour résoudre cette question, il est recommandable de 
s’adresser alorganisme vivant et d’éviter autant que possibleles 
dispositifs pouvant troubler diume maniére ou d’une autre la 
vitalité des leucocytes. On peut soit étudier le sort des vibrions 
introduits dans Ja circulation générale des animaux tunmunisés 
activement, soit rechercher ce qui se passe lorsqu’on injecte dans 
le systeme sanguin des organismes normaux des virgules préalablement 
sensibilisées. Mais, dans les deux.cas, il est nécessairede s’entourer 
de toutes les précautions possibles, afin d’évater que l’intro- 
duction de l’émulsion microbienne ne soit mi assez brusque, ni 
assez abondante pour réaliser in vivo la plasmolyse des leuco- 
cytes. Hl est évident que, dans ce dernier cas, des nésultats 
fournis par ’expérience ne seront que trop peu démonstratifs : 
c'est ce que l’on objecte de bon droit aux recherches récentes 
de M. Rehns*. : 

Peu de temps aprés la mémorable découverte de R. Pfeiffer, 
M. Metchnikoff et ses éléves ont montré que l’on peut empécher 
la transformation granulaire quia lieu lorsqu’on introduit dans 
le péritoine des cobayes neufs, des vibrions cholériques addi- 
tionnés d’immun-sérum, si l’on a soinde préparer les animaux 
a Paide d’une injection préalable de bouillon. Cette injection 
entrave la phagolyse nécessaire & la production du phénoméne 


de Pfeiffer. Aujourd’hui, grace aux recherches de M. Bordet, 


nous pouvons mieux saisir le sens de ces comstatations. La 
phagolyse de M. Metchnikoff est synonyme a la mise.en liberté 
du complément leucocytaine, en absence duquel la transforma- 
tion granulaire des vibrions sensibilisés ne peut pas.s’opérer. Le 
fait que cette transformation n’a pas lieu si l’on a soin W@empé- 
cher la mort des globules blancs, est une forte présomption en 
faveur de Pabsence du complément libre, tant dans Je plasma 


1, Renns, C. 2, de la Soc, de Biologie, A904. 
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sanguin, que dans le milieu extracellulaire de l’exsudat péri-: 
tonéal frais. 

M. Rehns, dans la série d’expériences qu’il a récemment. 
communiquées & la Société de Biologie, expériences destinées 
d’aprés lauteur a trancher la question de la liberté du complé- 
ment dans les humeurs, ne semble pas tenir compte de cette 
phagolyse. En effet, le procédé suivi par M. Rehns, quoique 
ressemblant dans ses grandes lignes a celui utilisé par M. Bordet 
et par nous-méme (injection de globules rouges dans la circula- 
tion générale des animaux préparés, introduction d’érythrocytes 


sensibilisés dans le sang des animaux neufs), est défectueux, en 


ce sens qu'il réalise les meilleures conditions capables d’engen- 
drer la phagolyse. Cet auteur injecte des quantités assez considé- 
rables de liquide dans un milieucomme le sang, dontles variations 
qualitatives retentissent facilement sur la vitalité des globules 
blancs, et soumet ainsi ces globules al’influence directe des agents: 


_phagolysants. Aussi n’est-il pas surprenant queles érythrocytes 


injectés dans ces conditions soient rapidement dissous. Les 
conclusions posées par l’auteur (liberté du complément dans le 
plasma) apparaissent ainsi comme étant peu justifiées, et en tout 
cas non suffisamment soumises au contréle de l’expérience. Ib 
aurait été pourtant facile de voir l’état des leucocytes pendant 
Vhémolyse et de rechercher sila dissolution des érythrocytes est 
ou non accompagnée d’une disparition plus ou moins accentuée 
des globules blancs circulants. 

C’est afin d’éviter cette cause d’erreur que nous nous sommes. 
adressé non pas aux érythrocytes, mais aux vibrions cholériques. 


En effet, on peut, en se servant de cultures sur gélose suspen- 


dues dans de l’eau physiologique, introduire dans le sang un 
grand nombre de vibrions, sous un volume extrémement réduit; 
on évite ainsi autant que possible la phagolyse, en méme temps 


que l’on suit pas & pas les modifications que ces vibrions subis— 


sent dans le systéme circulatoire. Il suffit pour cela de faire 
des prises de sang & des intervalles plus ou moins espacés, 
et d’examiner les préparations obtenues en suivant la méthode 
d’Ehrlich (chaleur, coloration & la thionine phéniquée). 

Ayant d’entrer dans les détails de nos expériences, rappelons 
ici les résultats obtenus en 1895 par Bordet'. Cet auteur injecte 
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des émulsions vibrioniennes dans la veine jugulaire de cobayes 
fortement vaccinés contre le vibrion de la Prusse orientale, et il 
examine le sang puisé a la patte ou a l’oreille 4, 5, 9 et 13 minutes 

apres l’injection. Quoique dans une de ses expériences le chiffre 

des globules blancs tombe en une demi-heure de 16,500 a 8,000, 

Bordet ne voit qu'une intense phagocytose débutant 5 minutes apres 
Fintroduction des vibrions, et pas trace de destruction extracellulaire. 
Aucontraire, les virgules phagocytées 4 l’état vivant, soit par les 
globules blancs circulants, soit par les leucocytes des organes 
(frottis), ne tardent pas a étre transformées en granules, au sein : 
méme du protoplasma de ces leucocytes. Ces expériences de — 
Bordet peuvent étre considérées comme étant les plus démons- 
tratives dans cet ordre d’idées. . 

Dans nos recherches, nous nous sommes servi de cobayes 
yaccinés contre le vibrion Cassino, et. d’immun-sérums de 
eobaye et de cheval‘. 

L’injection a été pratiquée dans la veine jugulaire, le sang 
puisé a Voreille. Ajoutons enfin que, dans plus d’une expérience, 
afin d’éviter autant que possible la phagolyse, nous avons pré- 
paré les animaux a l’aide d’une injection préalable de bouillon 
eu d'eau physiologique. 
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Jixpérience XIV (14 mai). — Comment se comportent les vibrions injecteés 
dans la circulation générale des cobayes vaccinés activement ? 

Un cobaye vacciné contre le choléra Cassino regoit dans Ja yeine jugu- 
Jaire une culture vibrionienne sur gélose, émulsionnée dans 0,5 c. ¢c. bouillon; 
Te liquide d’injection a été préalablement maintenu pendant 30 minutes a 380, 

5 minutes apres Vinjection : le plasma sanguin contient soit des vibrions 
libres, filamenteux, d’aspect absolument normal; soit des masses bleuatres, : 
hasophiles, emprisonnant de nombreuses virgules non modifiées. Ges masses 
albumineuses sont trés yraisemblablement des plaquettes de Bizozzero. Dans 
aucune des préparations examinées, on ne constate le moindre signe de : 
F transformation granulavre extracellulaire. Au contraire, dans beaucoup de i] 
aR polynucléaires, on découvre des vibrions phagocytés. Ces vibrions, quelque- 
fois en nombre de 3a 6 dans une méme cellule, sont entiers et ont été par 
we eonséquent englobés, sans quils aient préalablement subi des modifications 
niorphologiques. Les mastzellen et les éosinophiles ne renferment pas des 


vibrions. 
le 15 minutes aprés Vinjection : le nombre des polynucléaires est sensi- 
i AY, blement diminué, 


1, Le sérum de chevalaété obligeamment mis & notre disposition par M. Salim- 
me beni, ce dont nous le remercions chaleureusement. 
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Malgré ce signe de leucopénie incipiente, on ne décéle pas de trans 
formation granulaire extra-cellulaire, Au contraire, un grand nombre de 
vibrions englobés par les polynucléaires offrent le phénoméne de Pfeiffer. 

20’ apres Vinjection ; Les polynucléaires sont extrémement disparates dans 
le sang; les lymphocytes persistent, Les vibrions non englobés sont entiers, 
mais rares. 

30’ aprés Vinjection : Le sang est envahi par des globules blancs poly- 
nucléaires dépourvus de vibrions et de granules. Le plasma ne renferme 
plus de virgules; il est également dépourvu de granulations de Pfeiffer. 


Cette expérience nous montre que, conformément aux résul- 
tats obtenus par Bordet, les vibrions cholériques introduits dans” 
la circulation générale des cobayes vaccinés, ne subissent dans le 
plasmaaucun changement morphologique appréciable. Une partie 
des virgules injectées est rapidement (en moins de 5 minutes 
dans certaines de nos expériences) englobée par les polynu= 
cléaires, et offre, au sein du protoplasma leucocytaire, le phéno- 
méne de Pfeiffer. On peut suivre toutes les formes de transitica 
imaginables entre les vibrions entiers et les granulations rondes, 
basophiles, qui parfois remplissent ce protoplasma. Une autre 
partie, non phagocytée, circule a |’état de liberté dans le plasma, 
et ne tarde pas a s’accoler aux plaquettes de Bizozzero. Mais 
jamais nous n’avons saisila moindre modification de ces vibrions 
libres, tant au point de vue de leur colorabilité, qu’a celle de 
leur forme. Or, le sérum frais des animaux qui ont servi a ces 
expériences était doué d’une forte activité bactériolytique; plus 
encore, ce sérum, préalablement maintenu pendant une heure @ 


56°, pouvait étre réactivé 4 Vaide d’une quantité sensiblement 


faible de complément. Nous sommes par conséquent autorisés a 
conclure que le plasma circulant de ces animauax activement immee- 
nisés, quoique riche en immunkirper, est incapable de réaliser in 
vivo le phénomene de Pfeiffer, pour le motif que ce plasma est dépourv 
de.complément libre. Les leucocytes, tant qwils conservent leur vitalité, 
ne laissent donc pas s échapper le complément qwils renferment. 

La phagocytose s’opére chez ces animaux avec une étonnante 
rapidité. Il n’en est pourtant pas toujours ainsi: du moins les 
préparations de sang puisé a l’oreille ne montrent-elles pas dans 
tous les cas ce fort englobement des vibrions que nous avons 
décrit plus haut, Chez certains animaux, surtout chez ceux qui 
n’ont subi aucune préparation, l’introduction des virgules cholé- 
riques est instantanément suivie d'une disparition plus ou moins 


ee UE See dy Nee ee MP ee en, oY ne 


918 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


-compléte des polynucléaires circulants. Dans ces cas, le sang 
‘ne contient que des lymphocytés et quelques gros mononu- 
cléaires. Le plasma renferme une quantité variable de vibrions 
‘libres ou accolés aux plaquettes de Bizozzero ; ces vibrions n offrent 
“pas daltération visible. Mais, si ’on asoin d’examiner les frottis 
de poumon ou de rate, on s’apergoit que cette disparition des 
“polynucléaires circulants est due a accumulation de ces leuco- 
cytes dans les organes, et que la plupart des globules blancs 
-réfugiés renferment soit des vibrions entiers, soit des granula- 
tions de Pfeiffer et des formes de passage. 

_ Cette brusque disparition des polynucléaires circulants, poly- 
nucléaires dont un certain nombre ont déja englobé des vibrions 
lors de leur séjour dans le torrent circulatoire, doit étre consi- 
dérée comme témoignant d’un commencement de phagolyse. En 


-effet, 14 ot Pon réussit encore a saisir sur place ces phagocytes, 
) 5 


‘on peut parfois constater comment certains polynucléaires 
s’accolent les uns aux autres, pour former des colonies leucocy- 
taires absolument identiques a celles observées par Metchnikoff 


~ et Cantacuzéne dans l’exsudat péritonéal en voie de phagolyse. 
Plus encore, si l’on examine les coupes du poumon de ces 


cobayes vaccinés, 8 un moment ot le sang renferme des vibrions 
libres, non transformes en granules, voici ce que l’on observe : 
Les capillaires pulmonaires sont bourrés de polynucléaires 
dont le protoplasma contient des vibrions en voie de transfor- 
mation granulaire. Ces leucocytes constituent des thrombus qui 
bouchent par place toute la lumiére des vaisseaux. Ca et 1a on 
décéle des amas vibrivniens assez volumineux, montrant tous 
les signes caractéristiques du phénomene de Pfeiffer. On voit comment 
les vibrions entiers subissent la transformation granulaire en 
dehors des cellules, mais, ce que l’ on ne manque pas de constater, 
c'est que ces amas sont constamment entourés par des polynucléaires 


_ en voie de phagolyse. L’examen minutieux des préparations permet 


de voir qu’au yoisinage de ces amas, le protoplasma des phago- 
cytes se désagrége, le noyau de ces cellules devient hyper- 
chromatique et apparait comme étant dépourvu de corps cellu- 
Jaire. 

Kin résumé, lorsque, par suite d’une disparition des leuco- 
-eytes circulants, on ne réussit pas 4 déceler dans le sang des 
‘phénoménes de phagocytose, il s’agit en réalité, comme l’ont 
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~déja vu Bordet et Werigo, dune accumulation des globules 
blanes pelynucluéaires dans certains organes. Parmi ces leuco- 
eytes réfugiés, le plus grand nombre ont déja englobé des 
vibrions lors de leur séjour dans les vaisseaux périphériques, et 
continuent & modifier ces vibrions au scin des organes ott ces 
leucocytes s'abritent. Une autre partie des globules. blancs 
disparus emprisonnent les amas de vibrions libres, et sansmettre 
en jeu leurs propriétés phagocytaires, transforment ces vibrions 
en granulations de Pfeiffer, Cette transformation granulaire 


extraeellulaire ne s’opére pas sans que l’on puisse déceler un 


rapport intime entre les leucocytes et les amas’ vibrioniens. 
Tl s’agit done la de la mise en liberté du ‘complément leucocy- 
taire, complément dont la présence est nécessaire a la dissolu- 
tion des vibrions flottant dans un plasma riche en sensibilisatrice, 
mais dépourvu de principe bactériolytique libre. 

Il serait erroné de penser que la leucopénie qui, dans certains 
cas, suit de prés ces injections vasculaires, est entiérement due 
a une destruction de polynucléaires, s’opérant dans le systéme 


_vasculaire périphérique. Nous sommes plutét disposés a consi- 


dérer cette disparition des polynucléaires circulants, comme 
témoignant en fayeur dun phénoméne de chimiotaxie néga- 
tive, et en cela, nous sommes d’accord avec Ehrlich, Golds- 
cheider et Jakob, ete. Les phagocytes, sous l’influence chimio- 
tactique des principes microbiens injectés, se réfugient’dans les 
organes; c’est suatout la qu’a notre avis s’opére la dissolution 
@un certain nombre de globules blancs et la mise en liberté du 
complément. Nous ne nions pas que méme dans cette circulation 
périphérique, des leucocytes polynucléaires, trop énergique- 
ment touchés par les liquides injectés, puissent subir des 
modifications lytiques. L’existence de ces amas de globules 


blancs, en voie de destruction, témoigne plutét en faveur de 


cette maniére de voir. Seulement, l’examen attentif de nos 
préparations nous autorise & supposer que certains tissus, plus 
particuligrement le poumon, offrent des conditioas éminemment 
favorables a la réalisation de cette phagolyse. S’agit-il 14 d’une 
action directe de ’endothélium des vaisseaux pulmonaires, ou 
d’une autre cause purement mécanique, nous n’en savons rien. 
Tout ce que nous pouyons dire pour l’instant, ¢c’est que si lon 
réussit 4 retenir dans une zone vasculaire périphérique ces leu- 
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cocytes circulants ayant déja subi l’influence des liquides injec- 
tés, on arrive & empécher dans une certaine mesure la phago- 
lyse; on ne constate alors que la destruction intracellulaire 
des vibrions. . 


Expérmnce XV (28 juin). Un lapin vacciné contre le vibrion Cassino, 
possédant un sérum fortement bactériolytique, est préparé a l’aide d'une 
injection intra-vasculaire de 5 c. c. de bouillon, 3 heures aprés cette injection 
on constate une forte leucocytose polynucléaire. A ce moment on introduit, 
dans la circulation de l’animal, 0,5 c. c. d’une émulsion épaisse de vibrions 
cholériques et, immédiatement aprés linjection, on lie 4 l’aide d’une bande 
élastique l’oreille gauche, dont on a préalablement dilaté les vaisseaux. On 
examine comparativement le sang puisé dans Ja veine marginale des deux 
oreilles. 
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OREILLE LIGATUREE 


OREILLE NON LIGATUREE 


5 minutes aprés Vinjection. 


{'° PRISE 
Un grand nombre de polynucléaires 
ont englobé des yibrions entiers. Les 
microbes non phagocytés, pour la plu- 
part accolés aux plaquettes de. Bizoz- 
zero, noffrent pas la transformation 
granulaire. 


2° PRISE 
Les phagocytes renferment des vi- 
brions en yoie de transformation gra- 
nulaire. Les virgules libres n’ont subi 
aucune modification. 


4° PRISE 
Leucopénie polynucléaire manifeste. 
Quelques phagocytes renferment des 
vibrions entiers, Les virgules non 
phagocytées n’ont pas subi la transfor- 
mation granulaire. 


2° PRISE 

La leucopénie est trés accentuce. Le 
sang renferme des lymphocytes et de 
trés rares polynucléaires dépourvus de 
vibrions. Les microbes ont disparu du 
plasma, sans que l’on ait constaté des 
signes de transformation granulaire 
extracellulaire. 


20 minutes aprés Vinjection. 


Les granulations intraleucocytaires 
ont cté pour la plupart digérées. Les 
vibrions extracellulaires sont devenus 
extrémement rares. Pas de phénoméne 
de Pfeiffer en dehors des leucocytes. 


Leucopénie polynucléaire totale. Les 
vibrions ont disparu du sang. 


Ces recherches montrent done qu’il n’est pas aussi facile 


d’empécher totalement la destruction des globules blancs et que, 
méme dans le cas out l'on s’entoure de précautions, un certain 
nombre de leucocytes, surtout ceux qui se sont réfugiés dans les 
erganes, subissent tOt ou tard une destruction pouvant mettre 
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du complément en liberté. S’il en est ainsi, la marche des phéno- 
ménes qui ont lieu dans le plasma circulant dépend de Vinten- 
sité suivant laquelle s'opére la phagolyse au sein des organes. 
On peut prévoir deux possibilités : 

1° La quantité de complément mise en liberté par les phago- 
cytes ayant succombé a l’intérieur de ces organes est trop petite 
pour que, une fois passée dans la circulation générale et dissoute 
dans le plasma sanguin, elle suffise A réactiver la sensibili- 
satrice renfermée dans ce plasma. Dans ce cas, les vibrions 
accumulés dans les urganes, surtout ceux qui siégent au voisi- 
nage des leucocytes en voie de phagolyse, subiront la transfor- 
mation granulaire, tandis que les microbes circulant dans les 
vaisseaux périphériques resteront intacts. Cette circonstance a 
été réalisée dans une de nos expériences, ou les vibrions puisés 
dans le sang étaient entiers, tandis que le poumon renfermait 
des granuiations de Pfeiffer ; 

2° La quantilé de complément ayant passé dans le plasma a 
la suite de la phagolyse intra-organique suffit pour réactiver 
la sensibilisatrice circulante. Les vibrions subiront alors la 
transformation granulaire a lintérieur des vaisseaux périphéri— 
ques. C’est ce quirésulte clairement de l’expérience XVI (30 juin). 
Un lapin fortement vacciné regoit dans la circulation générale 
1c. c. dune émulsion épaisse de vibrions cholériques. On lie, a 
la fin de l’expérience, Voreille droite et on étudie la marche de 
la destruction des vibrions dans le territoire vasculaire ainsi 
isolé. Aw moment ott les globules blancs polynucléaires ont presque 
disparu de la circulation générale, on introduit dans la veine mar- 
einale de Voreille gauche une nouvelle quantité de vibrions, et on 
lic rapidement cette oreille. On examine comparativement le 
sang puisé dans les deux oreilles. Le résultat est trés démonstra- 
tif. Tandis que dans Voreille droite la destruction des vibrions 
s’opére exclusivement a l’intérieur des phagocytes, dans Voreille 
gauche, la ow le plasma, isolé pendant la phagolyse, est cens¢ 
contenir du complément libre, la transformation-granulaire extra- 
cellulaire est extrémement prononcée. 

Toutes ces considérations nous portent vers les conclusions 
suivantes : 

2° Les vibrions cholériques injectés dans la circulation générale 
des animaux vaccines. de maniére a éviter autant que possible la pha- 
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golyse, ne sont jamais: vr ansforines en granules cw senv du plasma 
circulant. Le phenomene de Pfeiffer n'a liew que dans les organes, et 
alors il s'opere a Vaide du complément mis en liberté par les phago- 
cytes accumulés a Vintérieur de ces organes ; 

2° Le plasma des animaux immunisés ne renferme - de complé- 
_ libre ; 

° La phagocytose s'opéere chez ces animaux avant toute interven- 

tion ‘visible des. humewrs. 


* 
oF 


_ Les expériences qui consistent ainiroduire, dans la circulation 
générale des animaux neufs, des vibrions préalablement sensibilisés aw 
moyen dun immun-sérum, nous conduisent aux mémes conclusions. 


Expérrence XVII (22 mai). — On met en contact pendant 6 heures des 
vibrions cholériques avec un immun-sérum inactiyé, de cobaye. Le magma 
vibrionien est isolé 4 l’aide dela force centrifuge, lave et suspendu dans0,6 d'eau 
physiologique. 

Les microbes examinés au microscope n’offrent pas des modifications 
morphologiques appréciables; ils sont pour Ja plupart agglutinés. 

Un cobaye normal, préalablement préparé a l’aide d’une injection intra- 
~vasculaire de bouillon, recoit dans la jugulaire 0,6 de cette émulsion de 
vibrions sensibilisés:. 

5 minutes aprés Vinjection. — Le plasma renferme des vibrions soit libres, 
soit.accolés aux plaquettes de Bizozzero. Ces vibrions nont pas subi la trans- 
formation granulaire. Les polynucléaires contiennent des vibrions entiers, 
ou en voie de granulisation. 

15 minutes aprés Vinjection. — Diminution sensible des vibrions et des 
polynucléaires. Pas de phénomeéne de Pfeiffer extracellulaire. 3 

L’animal est sacrifié 18 minutes apres injection des vibrions. 3 

Les coupes du poumon montrent, a part d’innombrables polynucléaires : 
renfermant des vibrions pour la plupart transformés en granules, des amas _ 
de vibrions entourés de leucocytes en voie de phagolyse. Ces vibrions présen- 4 

: 


tent le phénomeéne de Pfeiffer extracellulaire. 


Celte expérience, plusieurs fois répétée, montre que, méme 
dans le cas ot l’on se sert d’animaux normaux et de microbes 
sensibilisés, le résultat est identique celui qu’on obtient quand 
on s’adresse aux organismes activement immunisés: Des dewx 
cdtés, et A la condition que la phagolyse ne soit pas trop accen- 
tuée, les vibrions ne subissent pas la transformation granulaire 
au sein du plasma circulant; des dewx cdtés, la phagocytose | 
s’opére avec une étonnante rapidité. Par conséquent, le plasmades 
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—animaur neufs, comme celui provenant des organismes activement vac- 
cies, ne renferme pas du complément libre, 


C’est pour saisir de plus prés encore l’état du complément 
dans le plasma circulant, que nous avons entrepris de nouvelles 
recherches, ayant pour but de préciser Ja teneur en com- 
plément des liquides exsudatifs provenant des animaux, 
auxquels on injecte préalablement du sérum complémentaire, 
L’humewr aqueuse des lapins neufs n’est pas capable de réac- 
tiver la sensibilisatrice anticholérique; ce liquide, dépourvu de 
leucocytes, ne renferme pas de complément. Plus encore, l’hu- 
meur aqueuse de nouvelle formation que lon obtient quand, aprés 
avoir ponctionné la chambre antérieure de l'cil, on referme la 
plaie de la cornée, est tout aussi dépourvue de complément que 
-Vhumeur- aqueuse provenant d’animaux neufs. La premiére 
‘idée qui vient 4 lesprit, c’est que cette humeur, comme en géné- 
-ral tous les liquides exsudatifs dépourvus de cellules blanches 
(cedémes passifs), ne contient pas de complément, pour le motif 
que le plasma sanguin nen contient pas non plus. 

_  Pourtant, et c’est la une objection que lon trouve dans le 
travail de M. Rehns, on ne peut pas savoir si, lors de l’exsuda- 
tion, certaines conditions vitales ou mécaniques ne s opposent 
pas a la filtration du complément préexistant dans le plasma, si 
Yendothélium vasculaire par exemple, dont lintervention active 
dans l’élaboration des humeurs (lymphe) a été mise en évidence 
par Heidenhain, ne choisit pas parmi les principes dont il 
est sollicité. 

Pour trancher la question, nous nous sommes adressé a 
Vexpérimentation. Nous avons recherché la teneur en complément 
de Vhumeur aqueuse de nouvelle formation, chez des aumaux 
auxquels nous avons préalablement injecté, dans le sang, une quantité 
relativement grande de sérum complémentaire. Ce sérum était 
fourni par l’animal qui servait a l’expérience, 


ExpErignce XVIII. — Un gros lapin neuf (A) est saigné le 5 juillet; le 
sang retiré donne 18 ¢. ¢. de sérum, que l’on débarrasse de globules a l'aide 
de Ja force centrifuge. Le 6 juillet, on retire I‘humeur aqueuse de cet 

animal, ainsi que celle d’un lapin témoin (B), et l’on introduit dans la circu- 
Jation générale du lapin A les 18 c. c. de son propre serum. 
40 minutes apres Vinjection, les 2 lapins sont de nouveau legérement 
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saignés; le sang obtenu, traité d'aprés Ja méthode de Gengou (tubes paraf- 
finés) sert & la préparation du plasma. 


60 min. aprés l’injection on retire Vhumeur aqueuse nouvellement formée. 
Soit P, le plasma du Potty A, 


Pe — — B. 
H, Vhumeur aqueuse nouvellement formée du lapin A, 
H, — — — Bb. 


On appreécie la teneur en complément de ces liquides, du sérum prove- 
nant de l’animal A, ainsi que celle de I’humeur aqueuse retirée avant 
injection. A celte fin, une culture vibrionienne est préalablement mise en 
contact avec un sérum préventif inactivé (cheval); on dispose l’expérience 
comme il suit ; 


1) Plasma témoin P’, & 1/10, 2 parties, cult. sensibilisée, 2 p., eau physiol., 2 p 
2) — P’, non. dilué, 2 p., — YD _— 2p 
3) Plasma du lapin A, P, & 1/20, 2 p., — Po — 0) 
ee pales P, 21/10, 2 p., ze 2p, = — 2p. 
io — P,nondilué,2p.,  — Pen ee -— 2p. 
6) Humeur aqueuse témoin, H’, 3 p., — 2p, — 4p, 
7) — — dulapin A, H, 3p., — 2p; — 4p. 
8) Séram du lapin, A, a 1/20, 2 p., — aap. — 5 p 
9) — non dilué, 2 p., — ST, — 5p 


7 


| Résultat apres 30 minutes de séjour au mner martes 
1) Rien. 
2) La plupart des vibrions sont transformés en granules; on pasta pours 
tant des microbes entiers. 
3) Rien. 
4) Commencement de transformation granulaire, 
5) Complet, 
6) Trace de transformation granulaire. La grande majorité des vibrions sont 
bien conserves. 
7) La transformation granulaire est complete. 
8) Rien. 
9) Complet. 


L’humeur aqueuse du lapin A, retirée 20 heures aprés linjection de 
sérum, ne posséde plus la propriété de réactiver la sensibilisatrice anti- 
cholérique. 

Dans une aulre expérience, ’humeur aqueuse ne renfermait pas de 
complément; seulement, dans ce cas, nous avons examiné, trop tard aprés 
Vintroduction du sérum, le contenu de la chambre antérieure de l’ceil, et il 
est trés probable qu’avec le temps, les tissus fixent le complément, comme il 
semble résulter des récherches de V, Dungern (Y. plus loin). 


Ces expériences montrent done que les liquides transsudatifs 


ne renferment pas de complément, pour le motif que ce complément 
newiste pas a Vélat de liberté dans le plasma. En effet, si, artificiel- 
lement, on enrichit ce plasma en matiére bactéricide, ces liquides 
transsudatifs deviennent capables de réactiver la sensibilisatrice. 


. 
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Les résultats fournis par ces expériences ot, pour déceler 
le complément, nous nous sommes servi des réactifs les plus 
sensibles, tels les vibrions préalablement mis en contact avec 
limmun-sérum, concordent pleinement avee ceux que nous 
avons obtenus lors de nos recherches sur les exsudats normaux, 
Tout porte vers la conclusion que le leucocyte polynucléaire, 
dépositaire par excellence du complément, retientfortement cette 
substance au sein de son protoplasma et ne la livre au plasma 

qu aprés avoir plus ou moins souffert dans sa vitalité. 
Le principe de l’absence du complément libre dans le 
_ plasma nest pas en désaccord avec les notions quel’on posséde 
a Pheure qwil est sur Vimmunité anticellulaire et antimicro- 
bienne, Sans insister sur les constatations de Bordet', de Nolf?, 
de Miiller*, qui laissent entrevoir l’existence de relations intimes 
entre le complément et les leucocytes; sans nous arréter sur la 
découverte de Wassermann ‘, a savoir la possibilite d’engendrer 
de lanticomplément en injectant des leucocytes, nous désirons 
parler ici des faits récemment établis par Ehrlich et Morgenroth * 
et par von Dungern®. La notion de la pluralité des compléments, 
due aux premiers de ces auteurs, peut étre facilement mise 
d’accord avec le principe de la non-liberté et de l’origine leuco- 
cytaire de ces compléments. En eflet, il ne nous parait pas 
invraisemblable que le leucocyte puisse fabriquer et renfermer 
plusieurs compléments. Ne connait-on pas des cellules qui éla- 
borent a la fois du glycogéne, des composés biliaires et de la 
graisse? N’avons-nous pas décrit récemment (Journ. de Path. géné- 
rale, 19041) des globules blanes renfermant, en méme temps 
que des granulations basophiles, des formations granulaires 
différant de celles-ci par leur réactions colorantes et par leurs 
propriétés histochimiques?— De méme que, d’aprés Metchnikoff, 
Salimbeni et Gengou, certaines catégories de globules blancs, 
tels les gros mononucléaires, ne paraissent pas renfermer de 
Valexine hémolytique, de méme également il est possible 


. Borvet, loc. ezt. 

. Nour, ces Annales, 1900. 

. Mutter, Cot. fiir Bakt., 1901. 

. WASSERMANN, Z/t. fir Hyg, 1901, Bd. XXIX. 

. Enrich er Morcenrotu, Ueber Hemolysine, Berl. kl. Woch., 1900-41901. 
V. Doncenn, Beitr. zur Immunititslehre, Minch. med. Woch., 1900. 
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qu'une espéce leucocytaire, les polynucléaires, élabore plusieurs 

compléments. La notion de taypluralité des compléments n’a 

donc rien qui puisse venir a l’encontre de la maniére de voir 
que nous partageons, / . 

Eealement conforme a notre thése est le fait que linjec- 
tion d’anticomplément & un animal neuf détermine une~ 
diminution sensible de la tencur du sérum en complément. On 
sail en éffet, d’aprés l’expérience précitée de Wassermann, que 
Vadministration de leucocytes, préalablement lavés, est capable ~ 
dinciter une production d’anticomplément. Il est 4 supposer, 
si l’on se place au point de vue de la théorie des chaines laié- 
rales, que les leucocytes normaux renferment des récepteurs_ 
pouvant fixer ces anticompléments, et que ces récepteurs 
leucocytaires ne sont autre chose que le complément contenu 
dans le protoplasma des globules blancs. S’il en est ainsi, on 
concoit comment V’anticomplément, introduit dans ’organisme 
vivant, sature le groupe haptophore du complément intraleu- 
cocytaire, et diminue ainsi la quantité de complément « actif » que 
ces leucocytes peuvent mettre en liberté aprés la coagulation 
du sang. 

Mais ce qui, parmi les faits connus, plaide le plus en faveur 
de la non-liberté du complément danas le plasma circulant, ce 
sont les expériences de v. Dungern'. Cet auteur recherche le 
pouvoir fixateur que les organes (foie, rein, rate, etc.) prove— ss 
nant de plusieurs mammiféres et oiseaux normaux, exercent vis- 
a-vis du complément renfermé dans le sérum de lapin, Il cons- 
tate qu’en effet, certains de ces organes peuvent débarrasser 
le sérum de son complément, et que le principe fixateur 
est une substance se détruisant a 98° (expériences avec le 
charbon). Il voit de plus que « auch die Kirperzellen des 
gleichen Thieres dieselbe Erscheinuny bedingen ». On saisit 
facilement le cété contradictoire de ces recherches, si l’on a 


soin de rapprocher les données fournies par V.Dungern, de la 


conception d’aprés laquelle le complément se trouve a l’état de 
liberté dans le plasma circulant. En effet, puisque les organes ~ 
du lapin, employés aussi frais que possible, peuvent, in vitro, 


4, Nous avons vérifié récemment ces constatations de V. Dungern, D’aprés 
nos recherches, il résulte que non seulement des tissus, mais aussi des cellules 
libres, tels les spermatozoides du taureau, fixentle complément hémolytique ren- 
fermé dans le sérum du lapin neuf, 
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erases leséruna sis eet animal du complément qu'il renferme, 
cest que, pendant la vie, ces organes n’ont pas été saturés de 
~ complément, en d'autres mots que les affinités complémento- 
philes des récepteurs renfermés dans ces organes n’ont pas été 
totalement oceupées. Or, le sérum de ces animaux neufs con- i 
____ tient des quantités appréciables de complément. Il résultedonc, 
- __ d’aprés les recherches de V. Dungern, et si l'on admet que le 
-_ complément ost & l’état de liberté dans le plasma, que des élé- 
ments non saturés peuvent persister, dans cet état, dansun milieu satu- 
rant. C’est la, & notre avis, une impossibilité, et les faits ne Reet.” 
peuvent étre mis d’accord qu’a la condition d’admettre que, — 
. pendant la vie, le complément nexiste pas a Vétat de liberté dans 
le plasma et que les organes ne se saturent pas de complément, pour 
le motif qwils nen ont pas & leur disposition. Bares 


A la fin de ce travail, nous prions M. Metchnikoff de bien = 
vouloir receyoir l’expression de notre vive reconnaissance, pour © 
la bonne volonté avec laquelle il nous a conduit dans mos 
recherches. —- 


Erratum. — Dans le mémoire de MM. Tchistowitsch et Yourevitsch, 
p. 737, ligne 7, lire « sur 36 champs au moins», aulieu de « sur'5-6 champs 
au moims ».- f ee 


CONTRIBUTION A L’ETUDE 


DE LIMMUNITH DES ANIMAUX 
VIS-A-VIS DU BACILLE DU CHANCRE MOU 


(Travail du laboratoire de M. Metchnikoff.) 


Les tentatives pour découvrir la cause du chancre. mou ont 
commencé en 1837 avec Donné'’, qui l’avait attribué a un 
vibrion banal, le vibrio lineola. Straus? avouait, en 1875, avoir 
échoué dans cette recherche. Primo-Ferrari*, Mannino ‘, 
de Lucca*, ont ensuite décrit, comme agents de contage, deux 
bacilles et un microcoque qui ont perdu crédit depuis le travail 
de Ducrey ° en 1889. En faisant sur des malades des inocula- 
tions successives d’ulcérations chancrelleuses, ce médecin 
trouva que les derniéres aboutissaient a un type unique de a 
tonnets & bouts arrondis, ayant 1.5 » de longueur et 0,5 
d’épaisseur. 

L’inoculation a ?homme du pus chancrelleux, ne contenant 
que ces microbes, provoquait des ulcérations chancrelleuses 
typiques. 

Les résultats furent toujours positifs dans inoculation du 
pus chancrelleux, sauf dans un seul cas ot le malade fébrici- 
tait (température 40,2°), et ce fail est d’accord avec les expé- 
riences d’Aubert ’, d’aprés lequel une température au-dessus de 
celle de Vorganisme humain rend inoffensif le virus du chancre 
mou. 

. Cours de microscopie, 1844, p. 201, Paris. 
. Ann. de dermatologie et de syphiligraphie, 1885, n° 4, p.5. 
. Id., 1886, p. 189. 


| Id., 1885, p. 486. 


. Gazzetta d. ospitali, 1886, n°s 38 & 44, et Giorn. italiano d. mal. vener. e 
della pelle, 1886, p_ 238. 


6, Congres internat. de dermatol. et de syphiligraphie, Paris, 18897 xet 
Monatschr. f. prakt. Dermatol., 1889, IX. ; 
7. Lyon medic., 1882, n° 32, p. 479. : 
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Dans un cas ot le chancre avait un caractire phagédénique, 
Ducrey a obtenu une ulcération phagédénique en inoculant a la 
main dun malade du pus d’une pustule déja obtenue par inocu- 
lation, pus qui ne contenait pas d’autres microorganismes. Ce 


fait démontre que les caractéres de l'ulcération dépendaient sur- - 


tout du terrain ot les inoculations étaient faites. 

Ducrey n/a pu constater la présence des bactéries sur les 
coupes des ulcérations du chancre mou, et n’a pas réussi a les 
cultiver sur les milieux de culture artificiels. 

Aprés le travail de Ducrey parut bientét celui de Krefting 4, 
qui fit aussi 7 & 8 inoculations successives de pus de chancre 
mou & Vhomme, et qui trouva chez tous ses malades (23) le 
seul et méme batonnet court. ; 

Ces deux derniers savants décrivent d'une facon absolument 
identique le bacille du chancre mou qu ils ont découvert. Ils le 
disent court, épais, arrondi aux extrémités, étranglé vers le 
milieu, rappelant le8 de chiffre ou les haltéres. Ces bacilles sont 
tantot isolés, tantét réunis par groupes, se trouvent tantét en 
dehors des globules de pus, tantot a leur intérieur, ou ils sont en 


- si grand nombre que Krefting considérait le globule de pus 


comme le lieu de prédilection de ce microorganisme. On ne 
peut pas dire, dit Krefting, que tous ces bacilles aient la méme 
longueur, méme lorsqu’ils se trouvent dans une seule et méme 
colonie, provenant dune seule ulcération chancrelleuse. 

Cet auteur les a trouvés dans toutes les pustules du chancre 
mou; leur nombre était d’autant plus considérable que le déve- 
loppement de la pustule était plus rapide, de sorte quil y avait 


corrélation parfaite entre l’intensité du processus inflammatoire | 


et le nombre des bactéries dans le pus. 

A laméme année fut publié le travail d’'Unna, de Hambourg’, 
qui, dans les chancres mous excisés, trouvait toute la zone 
externe farcie de petits batonnets courts pénétrant dans la pro- 


-fondeur des tissus, et disposés en chainettes composées de 4 a 


10 éléments. Onne les voit jamais ni dans les leucocytes ni dans 


les vaisseaux sanguins, mais toujours dans les fentes lympha- 
 tiques, entre les cellules des tissus. 


Unna n’a pas parlé bien catégoriquement d’une différence 


1. Arch. f. Dermat. u. Syphilis, Erganzungshefte, Il, 1892, p. 41. 
~ 2, Monatsh. /. prakt. Dermatol., 1892, vol, 1%, p. £18 
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entre son_ streptobacille et le bacille de Ducrey-Krefting. 

W. Petersen, qui travailla @ansla méme direction qu’ Unna, 
affirma plus nettement la spécificité du streptobacille en ques- - 
tion. Mais déja, en 1894, Colombini ?, qui avait coloré le 
bacille du chancre mou avec des matiéres— colorantes trés 
variées, et qui avait examiné, & ce point de vue, un trés grand 
nombre d’ulcéres chancrelleux et de bubons, se prononga trés 
catégoriquement en faveur de lidentité des deux microorga- 
nismes en question. 

Les recherches ultérieures n ‘apportérent presque a aucun fait 
nouveau sur ce point: elles confirmérent les résultats déja. 
obtenus, apportérent quelques modifications dans la technique 
de la coloration, et permirent de constater & nouveau que le 
chancre mou n’est pas inoculable aux animaux, a l’exception 
du singe, chez lequel d’ailleurs on ne réussit pas non plus 
toujours a obtenir un chancre typique. 

Tels furent les travaux de Quinquaud et M. Nicolle*, de 
Nicolle et de.Venot ‘, de Ch. Nicolle*, de Riviére *, de Jullien 7 
de Ch. Audry § et de’ Cheynin °. 

Plus tard commencent des recherches sur l’ ensemencement 
des bacilles du chancre mou. 

M. Petersen‘® avait déjé noté, dans son travail, qwilavait 
réussi a.cultiver les bacilles du chancre simple sur la gélose- 
sérum (2:1). Plus d’un an se passa depuis la publication de ce 
travail sans qu’aucun fait nouveau concernant la question de 
la culture des bacilles chancrelleux fit acquis. Ce n’est 
qu’en 1897 qu’Istamanov et Akopiantz "! communiquérent é ala 
Société médicale de Tiflis qwils avaient réussi 4 obtenir une 
culture pure du bacille de Ducrey sur la gélose additionnée d’un 
fragment de peau humaine macérée; inoculation & homme 
des bacilles provenant de ces altars provoquait des chancres 
mous typiques. 


. Centralbl. f. portent u. Parasitenkunde, 1893, XIII. 

. Gas, degli. ospitalé (anal. in Wratch, 1896, ne 33). 

Soc. de dermat. et de syphil., T juillet 1892. 

. Wed, moderne, 1893, n 58. 

. Th. de Paris, 1893. 

. Journal des conn. méd., & mai 1893, 

Annales de dermat,, 1892, p. £73. 

. Gaz. hebdomad. de méd. et de chir., 1893 (anal. in Wrateh, 1893). 
. Wratch, 1898, n° 48; Ann. de dermat. et de syph., 1894, n° 3. 
> Wrateh, 1895, n° 5. 

. Comp. rendus de la Soc. médic, de Tiflis, (897, 
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Lenglet ! obtenait également des résultats en lorsqu’ il 


-recourait au méme milieu, mais il échouait avec les milieux 


ordinaires. L’inoculation des cultures 4 ’homme donnait des 
résultats positifs, tandis que la méme inoculation, faite A des 
animaux, sous la peau ou dans le péritoine, restait négative. 


Au XIII* Congrés international de médecine, MM. Bezancon, | 


Griffon et Lesourd* firent une communication ow ils disaient 
avoir pu cultiver le bacille du chancre simple sur sang gélosé, 

La culture fut obtenue dans toutes les expériences, aussi bien 
lorsque l’on ensemeneait du pus du chancre primitif que celui 
du chancre déja inoculé ou du bubon, Inversement inoculation 


de ces cultures a la peau de !homme donnait également des 


résultats positifs. 
Ces savants n’ont constaté aucune différence dans la colo- 


ration des bacilles obtenus par eux et de ceux de Duerey. Ils” 


n’ont pas vu pousser ces bactéries sur d’autres milieux nutritifs 
ni sur sang coagulé, mais ils ont constate. qu’elles se dévelop- 
paient assez bien sur le sérum sanguin. 

La vitalité des bacilles se conservait durant 3 semaines; 
mais leur inoculation cutanée et intrapéritonéale aux animaux 
échouait complétement. Les bacilles se développaient tantot 
sous forme de batonnets isolés, tantét en chafnettes. 

Le dernier travail qui traite des milieux de cultures du ba- 
cille de Ducrey est celui de Lenglet*; cet auteur y dit que dés 
‘ses premieres recherches sur la culture du bacille chancrelleux 
sur le milieu préconisé par lui (gélose et peau humaine macérée), 
il avait noté la différence dans le développement des bactéries, 
qui tantot donnaient des chainettes et tantot étaient isolées. 
Toutefois auteur ne dit rien sur les conditions qui provoquaient 
ces différences dans l’aspect des cultures. 

Ainsi done la cause du chancre mou est deja netlement 
établie, et ’on est arrivé a cultiver son agent pathogéne sur 
certains milieux et 4 démontrer, en inoculant les bacilles culti- 


vés, que c’est précisément ce bacille qui provoque lulcére du ~ 


chancre mou. Dans nos recherches actuelles, nous avons essayé 
de cultiver ce bacille sur d’autres milieux, d’établir quelles sont 


4. Soc. de dermat., 10 novembre 1898. 
2. Presse médicale, 1901, n° 102. 
3. Ann. de dermat. et de syphil., 1901, n°3 
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les conditions qui rendent les animaux réfractaires ? a son action, 
et enfin de Je rendre pathogéne pour les animaux en affaiblissant 
Vimmunité de ces derniers, ef en exaltant en méme temps la 
virulence du bacille de Ducrey. : 

En cherchant & ensemencer avec le pus sda chancre mou 
divers milieux nutritifs, nous sommes arrivés a obtenir des 
cultures sur le sang coagulé, résultat que personne n’a encore — 

~ obtenu jusqu’a présent. En ensemengant du sang fraichement 
recueilli avec du pus du chancre mou, nous ne trouvions plus, 
au bout d’une demi-heure, de bactéries libres dans ce sang, — 
malgré la richesse excessive du pus inoculé en bactéries libres ; 
ces derniéres étaient trés rapidement phagocytées et les leuco- 
cytes en étaient farcis..C’est pour cette raison, peult-étre, que 
beaucoup d’auteurs ne réussirent pas a obtenir des résultats 
positifs en ensemencant le produit de sécrétion du-chancre mou 
sur le sang fraichement recueilli et coagulé. C’est également par 
ce fait que l’on doit probablement expliquer les résultats obtenus 
ee pak Kébner!,*lequel a constaté, déja en 1864, que le pus chan- 
crelleux, mélangé avec 300, 100, et méme 20 parties de sang, 
perdait toute contagiosité et ne pouvait plus- reproduire le 
chancre par inoculation & homme; mais, comme les autres 
auteurs, Kébner n’a pas donné ee ccna rationnelle du fait — 
-constaté. 

‘Sans nous arréter aux nombreux travaux parus en ces der-. 
niers temps sur la question des pEQEne es bactéricides du sang, 
nous allons directement passer 4 l’exposé de nos expériences. ; 

_ Le sang dun cobaye, recueilli aseptiquement et trés rapide- 
ment, de fagon a en éviter la coagulation, était versé dans des" 
tubes stérilisés; chaque tube en recevait 7 a 8c. c, Au boutde — 
deux jours, ce sang ainsi laissé dans ces tubes sterilisés devenait 
un milieu nutritif parfait sur lequel les bactéries du chancre mou 
poussaient parfaitement. Son ensemencement était pratiqué de 
la maniére suivante : sans toucher au chancre ni avec les mains 
ni avec les instruments, nous détachions l’enduit purulent de 
celui-ci & Vaide d’un jet d’eau stérilisée, continuée jusqu’a ce 
que le chancre fit completement débarrassé de cet enduit. Nous 
ne nous servions, dans ce but, des pinces que lorsque le pus 


1, Kosnun, Alinische ant experim, Mittheilungen aus dem Gebiet der Derma 
lologie und Syphiligraphie, Erlangen, 1864. 
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séché se transformailt en une croutelle que le courant élait- 
‘Impuissant A détacher. Une fois l'ulcére bien détergé, on intro- 
duisait sous les bords de celui-ci une petite spatule en platine 
_ passée a la flamme; il suffisait d’appuyer trés légérement sur les 
- ___ bords de Vulcére peur obtenir sur la petite spatule une quan- 
3 tité de liquide sérosanguinolent, qu’on transportait aussitot 
dans les tubes contenant le sang. 

a= Déja au bout de 6 a 8 heures, on pouvait constater la présence WS 
4 dans le sang d’un grand nombre de bactéries dont l’aspect était. 
s absolument analogue a celui décrit par les auteurs qui ont» 
: cultivé la bactérie de Ducrey. Aussi pensons-nous gue ce milieu — 
--__—nutritif peut aussi rendre de réels services au point de vue 
diagnostique, lorsqu’il s’agit de reconnaitre rapidement si l’on_ 
est en présence d’une ulcération chancrelleuse ou non, et d’insti- 
tuer le traitement approprié; ces cas peuvent se préscnter, 
quoique rarement. 
Ss Vingt-quatre heures aprés, on obtient une culture trés abon- 
3 dante de bacilles; le plus souvent ils sont disposés par groupes, 
plus rarement isolément, plus rarement encore en chainettes” 
composées de bacilles de méme aspect. Si l’on fait des réensemen- 
cements des cultures tous les jours, on constate que le nombre de 
chainettes diminue peu a peu a chaque nouvel ensemencement, ——- 
et elles disparaissent complétement au bout de 10 4 12 séries- 
d’ensemencement; on nobtient alors que la variété de bacilles = : 
décrite par Ducrey. Par contre, si ces ensemencements succes- 
sifs sont faits plus rarement, les chainettes reparaissent; d’abord 
rares, elles augmentent en nombre lorsque la culture reste 
longtemps en repos. Ces chainettes se composent de 
3-10-15 bacilles et ressemblent complétement a ceux décrits par 
Unna. 

Ainsi donc aspect de la culture du bacille du chancre mou 
dépend, a notre avis, de la durée et des conditions d’existence, 
ce dont nous fimes encore plus convaincu lorsque nous arri- 
vames & augmenter la virulence des hbactéries du chancre 
simple : dans ce dernier cas, nous ne trouvions plus du tout de 
-_ ehainettes. Il nous semble que ces chainettes constituent un stade 
de passage aux formes d’involution. | 

Les ensemencements, faits avec les produits de sécrétion des 
ulcéres chanerelleux, ont toujours reproduit une seule et méme 
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variété bactérienne, et presque toujours al’état pur; ce n’est que 7 
trés rarement que nous avons rencontré des tubes souillés de 
staphylocoques ou de sarcines. . 

Conservées & la température de la chambre, ces cultures . 
eardent leur vitalité pendant 5 @ 6 semaines, tandis qu’a la tem- 
pérature de 37° elles périssent beaucoup plus rapidement : 
bout de trois semaines, il était impossible de les réensemencer. 

Ayant obtenu une culture pure du bacille chancrelleux, nous 
avons commencé a faire des inoculations aux animaux, mais 

“les résultats en furent d’abord négatifs, comme chez nos prédé- 
cesseurs. Nous cherchames alors a savoir dans quelles conditions — 
et aprés combien de temps périssaient les bacilles introduits — 
dans la cavité péritonéale, sous la peau et sous la dure-mére. 

Nous avons choisi comme sujet d’expériences le cobaye; de 
‘méme, pour les ensemencements, nous nous sommes servi du 
sang de cobaye, afin d’éviter action possible du sérum d'un 
animal d’une autre espéce sur l’organisme du cobaye. 

Si Pon injecte une culture du bacille de Ducrey dans la 
cavité péritohéale ou sous Ja peau d’un cobaye, et si Von — 
recueille l’exsudat toutes les 10 ou 15 minutes, on voit que les. 
bacilles sont rapidement phagocytés, et que les leucocytes se 
- remplissent tous de bactéries, dont on trouve cependant encore 
. beaucoup de libres. Avee le temps, ces derniers deviennent de 
plus en plus rares, et au bout de 24 heures on trouve difficile- 
ment des bactéries non englobées; les bacilles phagocytés. 
semblent gonflés, trés modifiés; quelques-uns d’entre eux sont 
déja désagrégés en petites particules. Mais si le méme exsudat 
est ensemencé sur un milieu de culture, on peut encore obtenir 
des résultats positifs au bout de 3 jours environ; aprés un laps 
de temps plus prolongé, ’exsudat péritonéal et sous-cutané ne 
permettait plus @obtenir des cultures. 

Liinjection des cultures des bacilles chancrelleux sous la —— 
dure-mére de cobayes a donné des résultats analogues, c’est- 
a-dire la leucocytose et la phagocytose; de méme que dans les 
eas précédents, il devenait impossible d’obtenir des cultures au — _ 
bout de 3 jours; en d’autres termes, les bacilles succombaient 


q 


dans le méme laps de temps, mais sanstuer lecobaye. 8 8 
Dans toutes nos expériences, nous avons constaté une chi- 
miotaxie positive trés intense; Krefling avait cones raison lors- 
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quil émettait ’hypothése que les globules de pus semblent étre 
le lieu d’élection ov les bacilles se localisent de préférence. Nous 
devons ajouter, de notre cdté, que c’est ainsi qu’on peut expli- 
quer ce fait que les bacilles de Ducrey ne provoquent pas d’infec- 
tion générale chez homme : ils pénétrent parfois jusqu’aux 
ganglions lymphatiques les plus proches, mais la ils provoquent 
un afflux excessif de leucocytes et aboutissent a la production 
des bubons; tandis que chez les animaux,.dont les leucocytes 
réagissent encore plus Shore Mav mert, contre ces bactéries, 
Vinfection ne va méme pas jusqu’a provoquer des bubons. 
Ayant établi que les bactéries chancrelleuses succombent 


dans l’organisme du cobaye au bout de 3 jours, nous avons un. 
peu modifié nos expériences, soit en affaiblissant ’organisme du 


cobaye d'une fagon ou d’une autre, soit en provoquant préala- 
blement la leucocytose. 

Ainsi, par exemple, en injectant dans la cavité- péritonéale 
du bouillon stérilisé, 24 heures avant l’inoculation, des bactéries 


de Ducrey, c’est-a-dire en provoquant une leucocytose préalable, 
nous ayons pu nous convaincre que les bacilles chancrelleux 


succombent dans ces conditions au bout de 48 heures. D’autre 
part si, aprés linjection, on placait les cobayes dans une 
chambre dont la température était de 4° a 5°, la leuco- et la pha- 
gocytose diminuaient d’intensité, et les bactéries succombaient 
apres un laps de temps plus long (4 4 5 jours); si les cobayes 
étaient placés dans une chambre a 37°, on ne pouvait obtenir 
de-cultures que dans les premiéres 24 heures, plus tard les ense- 
mencements restaient stériles. En méme temps, on notait aussi 


‘une différence notable dans l’exsudat qui, dans le premier cas, 


était liquide et pauvre en leucocytes, tandis que dans le second 
il était épais (aussi était-il difficile d’en recueillir dans la cayité 
abdominale) et extrémement riche en Jeucocytes. 

En injectant des bacilles dans la cayité abdominale de 
cobayes en inanition, on notait également une différence notable 


dans Vintensité de la leuco- et de la phagocytose, et la survie 


plus longue des bacilles chancrelleux dans lorganisme de 


-Yanimal inoculé. 


_ Dans une autre série d’expériences, nous avons injecté dans 
la cavité abdominale de cobayes des bacilles tuberculeux, 
15 jours ayant de leur injecter les bacilles chancrelleux. Chez 
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ces 5 conenes les bacilles de Ducrey survivaient dans la cavilé 
abdominale environ 5 jours; la leuco- et la phagocytose étaient 
moins marquées que chez les cobayes inoculés avec les bacilles | 
; chancrelleux, sans inoculation pees des bacilles tubercu- — 
— leux. 
| Ainsi donc on peut, en provoquant dune facon queleonque 
une altération de l’organisme des cobayes, en diminuant la leuco 
et la phagocytose, | on peut, disons-nous, obtenir une survie 
plus ou moins prolongée du bacille de Ducrey dans |’organisme 
animal. Ce fait n’est nullement en contradiction avec les obser- 
vations cliniques ot l’on voit le chancre mou prendre une 
allure chronique et grave lorsqu’il se développe chez des pagel ae 
 tuberculeux ou atanie pour une cause ou une autre. 
En étudiant la destruction des bactéries du chancre mow 
_ dans lorganisme animal dans différentes conditions, nous avons 
essayé d’augmenter la virulence de ces bactéries, en les faisant 
passer par différents animaux a l’dide de sacs de collodion. Ces 
passages ne nous ont fourni aucun résultat posits au point de 
_ vue de l’augmentation de la virulence; nous n’ayons pas non 
- plus pu obtenir les résultats désirés par la diminution de la 
résistance de l’organisme des cobayes a |’aide de l’opium ou des 
toxines diphtéritiques. : 
Aussi, pour diminuer l’immunité des cobayes, avons-nous eu _ 
recours a l’acide lactique qui, comme on sait, a une action chi- | 
miotactique négative. En injectant, dans la cavité péritonéale 
d’un cobaye pesant 200 grammes, 4 gouttes d’acide lactique con- 
centré, dilué dans 1 c, c. d'une solution physiologique de sel 
marin, en pratiquant une demi-heure plus tard au méme 
animal une injection des cultures chancrelleuses, tandis que 
Vanimal témoin ne recevait que lacide lactique, nous avons 
observé les phénomenes suivants : — 
L’animal témoin présentait un malaise neta une demi- 
heure aprés l’injection, se remettait bientot et survivait: le 
cobaye auquel nous avons fait une injection des cultures des 
bactéries chancrelleuses aprés celle d’acide lactique succombérent ~~ 
au bout de 24 heures. En examinant a de courts intervalles 
Vexsudat péritonéal du cobaye qui avait recu de l’acide lactique, _ 
on pouvait voir que la leucocytose et la phagocytose faisaient — 
défaut jusqu’’ la mort de Vanimal. L’ensemencement sur le 
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milieu nutritif du sang du cceur de l’animal mort fournissait 


une culture pure de la bactérie chancrelleuse. 
En injectant les cultures obtenues par l’ensemencement du 


Sang du coeur aux autres cobayes et en diminuant chaque fois 


@une demi-goutte la quantité d’acide lactique, nous sommes 


arrivé a avoir une culture des bacilles du chancre, mais d’une’ 
virulence telle qu'elle tuait les cobayes, méme sans injection 
préalable d’acide lactique. Au début, la mort du cobaye auquel | 


on avait injecté les cultures chancrelleuses survenait en 20 ou 
30 heures; dans les passages ultérieurs, nous avons réussi a 
augmenter la virulence des cultures & tel point, que les cobayes 


succombaient en 12 4 20 heures aprés l'injection. 


Dans toutes nos expériences, nous avons injecté une culture 


de 24 heures, tout entiére, c’est-a-dire de 1 41,5 c. c., tout 


le reste en était représenté par un caillot sanguin. 
En dehors de ce procédé que nous avons employé pour 
augmenter la virulence des bactéries chancrelleuses, nous 


avons eu recours ¥un autre, moins simple, mais aussi plus inté- - 
ressant en ce qu’il permet de mettre en lumiére les conditions 


de ’immunité en général. Ce procédé consiste dans l’emploi de 
Vantialexine. . 

Wassermann'!, quis’est occupé de la question de l’immunité 
des animaux vis-a-vis des bacilles de la fiévre typhoide, a attiré 
Vattention sur le fait que voici : il faut une dose moindre de 
cultures typhiques pour tuer un animal auquel on a fait une 
injection préalable d’antialexine, que pour celui qui ne regoit 
qu une injection de cultures typhiques seules. 

-Ce fait, trés bien observé par Wassermann, est expliqué par 
cet auteur de la facon suivante : les substances bactéricides du 


sérum qui dépendent de l’alexine qui s’y trouve constamment, 


sont neutralisées par l’antialexine injectée; en d’autres termes, 


il dit que Vimmunité est d’origine hématogéne, et il nie ainsi 


son origine histogéne; toutefois, en ce qui concerne cette der- 

niére conclusion, il fait des restrictions, en disant que les leu- 

cocytes sont la source certaine mais non unique de l’alexine. 
Bezredka *, qui a fait des recherches sur le méme sujet, a 


- observé un fait qui a échappé & Wessermann. Bezredka a cons- 


1. Wasssrmann, Eaperimentelle Beitrage cur Kenntniss der natiirlichen und 
Kiintslichen Immunitat. 
2, Annales de l'Institut Pasteur, 1904, n° 4 
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talé qu’avec une injection préalable d’antialexine, suivie de 
celle des cultures typhiques dang la cavité péritonéale des ani- 
maux, on observe l’absence de leuco- et de phagocytose et du 
phénoméne d’ agglutination, ce qui veut dire que l’antialexine 
agit sur limmunité par voie histogéne et non ce par vole héma- 
togéne. 
— Il est possible que. sice fait a échappé 3 a Wosserivann, c’est 
“que les bacilles de la fiévre typhoide, étant trés pathogénes, ne 
sont pas aussi énergiquement englobés par les phagocytes que 
le sont les bacilles nou pathogénes du chancre mou. 
En expérimentant avec ces derniers, on peut donc plus faci-~ 
lement voir la différence marquée dans les phénoménes de 
_ phagocytose, suivant ths on faisait ou non usage de Vanti- 
_alexine. 
L’exsudat proyenant a un cobaye auquel on a fait une injec- 


tion préalable d’antialexine ne contient que trés peu de leuco- 


cytes et il ne survient pas de phagocytose, tandis que chez 
Vanimal témoin on trouve déja, 10-15 minutes aprés linjection 
— des cultures, “de nombreux leucocytes enliérement farcis de 
bactéries ; aches le premier iln’y a pas d@’ agglutination ; ; chez le 
second elle est trés prononcée. Cette différence marquée dans 
Paspect de Vexsudat commence a s’atténuer avec le temps. Au_ 
bout de 3-4 heures, on peut constater une légére leuco- et phago- 
cytose et Tippee de lageglutination chez le premier des 
cobayes, de sorte que 6-8 heures aprés l’injection, laspect des 
exsudats de deux animaux en expérience devient identique (ces 
phénoménes s’observent si l’antialexine employée est faible). 
Ktant donnée cette action del’antialexine qui provoque l’inhi- 
bition des fonctions de défense des éléments de Vorganisme, on — 
comprend quelle permet a lagent infectieux qui y a pénétré 
d’y pulluler et d’y acquérir une plus grande virulence, et de 
tuer ainsi l’organisme a une dose inférieure aux doses mortelles 
normales, . ; 
Nous basant sur ces faits, nous nous sommes décidé & con- 
tinuer nos expériences en faisant usage d’une antialexine plus 
forte. : 
L’antialexine que nous avons préparée était eine énergie 
telle, que 2 parties paralysaient l’action hémolytique de 5 parties - 
de sérum dun cobaye vis-a-vis du sang d’un lapin. (Dans nos 
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expériences, 5 gouttes de sérum de cobaye dissolvaient complé-_ 


tement une goutte de sérum de lapin dans l’espace de 20 minutes. 
Le sang additionné de 2 gouttes d’antialexine ne provoquail pas 
cette hémolyse.) . 


_ En injectant 4 ¢c. c. d’antialexine de cette énergie dans la 
cavité péritonéale d'un cobaye de 200 grammes, 10 minutes 


avant injection des cultures des bactéries chancrelleuses, nous 


-avons obtenu la mort de l’animal au bout de 24 heures environ; 
les animaux témoins, dunt l'un avait recu une injection des cul~ 


tures de ces bactéries, l'autre une injection d’antialexine, survé- 


curent tous les deux. Les ensemencements sur le milieuindiqué, 


faits avec du sang du coeur du cobaye mort, ont donné une 
riche culture pure des bactéries chancrelleuses. 


Par injections successives des cultures ainsi obtenues, tout 


en diminuant chaque fois la dose d’antialexine d’un 1/2 ¢. ¢., 


nous ayons enfin obtenu une culture d’une- virulence elle 


qu’injectée a un cobaye de 200 grammes, elle le tuait en 
16-24 heures et cela sans antialexine. 


En terminant notre travail, nous nous permettons de tirer 


de nos expériences les conclusions suivantes : 

1° Le sang coagulé et déposé pendant un Serkan temps, ou 
bien chautfé pemlink une demi-heure jusqu’a 55° C., peut servir 
de bon milieu de culture pour les bactéries du cMedees mou; 

2° Etant donné que dans ce milieu les bactéries chancrel- 
leuses se déyeloppent assez bien, il peut dans certains cas étre 
utilisé par les cliniciens comme moyen adjuvant, pour établir 
plus rapidement le diagnostic différentiel ; 


3° Les bactéries chancrelleuses résistent un peu plus long-. 
temps dans l’organisme des cobayes dont la résistance est 
affaiblie par différents agents ; 


4° On peut rendre les bactéries chancrelleuses virulentes 
pour le cobaye & Vaide de lacide lactique ou de Vantialexine. 
IY injection d’une culture virulente dans la cavité péritonéale dun 


- cobaye tue cet animal en 16-24 heures; 


5° L’antialexine, en inhibant la leuco- et la phagocytose, et en 
annulant lage glutination, diminue Vimmunité de Vorganisme 
animal. 

Nous pouvons donc dire que, grace a Pacide lactique et a 
Vantialexine, nous avons réussi & augmenter la virulence d'une 


animaux. Fin ‘d'autres bert nous ayons réussi & ORE en 
quelque sorte une nouvelle bactérie avec laqueile on peut faire” 

les recherches expérimentales en se sur Pimmunité- des” 
animaux enparticulier. = i Fase 
Quant a l’antialexine, elle acquiert un nouvel intérét en CO eas 

sens quelle peut étre utilisée comme un des moyens d’augmen- — 
tation de la virulence des hbactéries, considérées j jusqu’ a eo 
comme non pathogénes pour les animaux: oe See toes 


“Nous srohcone de Poccasion. pour exprimer ici encore une 
fois toute notre gratitude a notre éminent maitre, M. Metchnikoff, sy 
pour les conseils constants et bienveillants qu il nous a prodi- 3 
gués au cours: de notre- séjour dans son laboratoire. oS. 
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ETUDE EXPERIMENTALE 
VACCINATION — SEROTHERAPIE 


Par M.-C. GUERIN 


-. Médecin-yétérinaire, chef de laboratoire 3 1’ Institut Pasteur de Lille. 


La diphtérie aviaire a déja fait !objet de nombreux travaux. 


Les différents auteurs qui se sont occupés de la question, tout 


en reconnaissant avec précision l’agent causal de cette affection, 


ont fourni des renseignements si contradictoires, des données 


si incomplétes sur les moyens efficaces & opposer A cette mala-— 


die, qu'une étude complémentaire s’imposait. C’est sur les ins-— 


tances d’un aviculteur distingué, M. Detroy, vice-président — 
@honneur de la Société des aviculteurs du Nord, que le Dt Cal- 
mette a bien youlu me charger de cette étuile, commencée en— 


mai 1899. 


La question s’est montrée plus difficile que je ne pensais, 
et il m’a fallu de longs mois et de longs tatonnements avant 
d’arriver aux résultats acquis a ce jour. La plupart des auteurs, 
en effet, Loir et Ducloux en particulier, se sont trouvés en pré- 


sence de la maladie 4 forme septicémique; ils ont pu se procurer 


aisément un microbe déja virulent. Dans la région du Nord, au 
contraire, la maladie sévit, presque exclusivement, sous sa forme 


chronique, et ce n’est que trés exceptionnellement que j’ai pu 
avoir la chance d’autopsier des animaux morts de l’affection 


suraigué. Méme dans ces rares cas, je me suis trouvé en pré- 


‘sence d'un microbe d’une trés grande exigence quant aux 


conditions de vie, et d’une instabilité de virulence non moins 


accusée. 


Tel microbe qui, en premitre culture, tuait le pigeon ou la 
poule, ne leur occasionnait aucun trouble en deuxiéme culture, 
méme injectée a doses considérables. 

Les caractéres du microbe sont les suivants ; 

Cocco-bacille doué de mouvements oscillatoires, ne prenant 
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pas le Gram, ne liquéfiant pas la gélatine, ne coagulant jamais 
Je lait dont la réaction n’est pas thangée, ne poussant pas sur 
la pomme de terre naturelle acide, ne donnant pas d’indol, ne 
virant pas la gélose de Wurtz, facultativement aérobie ou anae- 
robie. Les cultures, surtout 4gées, répandent une odeur spéciale. 

Ce microbe ne peut donc rentrer dans le groupe des Pas-— 
teurella de Ligniéres, puisqu’il est mobile; il ne peut entrer non 
plus dans celui des Salmonella, type hog-choléra, puisqu’il ne~ 
- pousse pas sur pomme de terre. J’insiste sur ce dernier carac- 
tére, car Loir et Ducloux ont mentionné dans leur mémoire la 
culture facile da microbe sur la pomme de terre. 

- Tous les échantillons que j’ai isolés, méme celui envoyé par 
M. Voir et qui était identique aux miens, se sont toujours refu- 
_sés 4 pousser sur ce milieu. 

Les caractéres particuliers de culture du microbe sur les 
différents milieux sont bien ceux indiqués par les auteurs : Lof- 
fler, Véranus Moore, Piana et Galli-Valerio. Les cultures — 
ont ceci de cammun, qu’elles ne sont jamais trés riches; aussi 
~-nécessitent-elles beaucoup de soin pour leur entretien. C’est 
ainsi que le bouillon de boeuf ou de cheval peptonisé est a peine 
troublé légérement par la culture en 24 heures; puis, trés rapi- 
dement, la partie supérieure du liquide s’éclaircit, les microbes 
tombent au fond du tube ot ils sagglomérent. J’ai d’abord 
cherché un milieu liquide plus favorable & la pullulation; les 
diverses substances employées: sucre, glycérine, bouillon de 
_panse, etc., ne m’ont donné que des résultats médiocres. 

Je me suis arrété enfin au mélange convenable de bouillon 
frais peptonisé et de sérum de cheval, dans la proportion de 8 de 
bouillon pour 4 de sérum. 

Dans un tel milieu, le microbe se développe beaucoup pius 
abondamment, et ’agglomération en grumeaux se fait plus tar- 
divement., 


ETUDE EXPERIMENTALE 


Les microbes isolés des lésions chroniques de la poule, et 


cultivés dans ce milieu, se sont montrés parfois pathogénes pour. _ 


les petits animaux, souris et moineau, mais jamais pour le 
le pigeon, la poule ou le lapin. J’ai réussi, cependant, a exalter 
rapidement la virulence par le procédé suivant : une petite 
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- quantité de fausses membranes, recueillies soit dans le pharynx 


d'une poule malade, soit & lautopsie dans les sacs aériens ou 
dans la plévre, est triturée avec soin dans un verre, avec un peu 
eau stérilisée. J’ai choisi, de préférence, des fausses mem- 


branes provenant des sacs aériens ou de la plévre, parce qu’elles’ 
contiennent presque toujours le microbe de la diphtérie, non 


associé 4 d’autres espéces banales. On inocule ensuite 1/4 de 
centimétre cube de ce triturat, non sous la peau, ce qui ne serait 
suivi d’aucun succés, mais dius le tissu conjonetif de la paupiére 
inférieure d'un pigeon. 10 ou 12 heures aprés l’inoculation, le 
pseudo-cedéme produit par le liquide injecté a pris une teinte 
blane jaunatre, par l’afflux d’une quantité considérable de leu- 


cocytes; lceil se ferme a demi, devient pleureur et la mort 


survient dans les 36 a 48 heures. 


A VPautopsie et au point dinoculation, on trouve une véri-. 
table fausse membrane, blanc jaunatre, ayant la consistance du_ 


_ fromage, assez dure, et dans laquelle pullule l’agent microbien. ; 
Cette fausse membrane est de nouveau triturée dans un peu— 


 deau stérile, et on fait un second passage par le pigeon, dans 
les mémes conditions. 

Aprés une dizaine de passages elfectués suivant ce procédé, 
la culture du microbe, pris dans le sang, dans le milieu bouillon- 
sérum, est assez virulente pour que 1/4 de centimetre cube 
tue a coup sur en 18 heures le pigeon par inoculation sous- 


palpébrale. Cette méme dose de virus, inoculée sous la peau du _ 


sternum, ne donne cependant pas encore la mort d’une fagon 
réguliére, et ilm/a fallu faire 15 passages, par inoculation sous- 
palpébrale, avant d’arriver ala grande virulence que je cherchais. 


\ 


‘A ce moment, 1/8 de centimetre cube de culture en bouillon-- 


sérum de 24 heures tue surementle pigeon en 15 a 18 heures par 
inoculation sous-cutanée. Les lésions observées al’autopsie sont 
celles d’une septicémie a marche extrémement rapide; tous les 
tissus, toutes les humeurs del’organisme renferment un nombre 
~ considérable de microbes. 

Un cinquiéme de cenlimétre cube de cette culture, inoculé 
sous la peau d'un lapin, le tue en 36 4 48 heures. Les passages 
par cel animal atténuent, progressivement, la virulence de la 


~_ bactérie, non seulement pour le lapin, mais aussi pour le pigeon. 


Aprés 24 passages, le lapin mettait 5 jours a succomber, le 
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pigeon 6a7, Sai essayé, alors, a’ utiliser ces hactéries atténuées 


par les passages par le lapin, pour la vaccination du pigeon; = 


‘mais 4 mesure que le microbe s’atténuait, j’ai vu réapparaitre 
cette instabilité de virulence que j’avais constatée au point de 
départ; il est, ailleurs, probable que la difficulté de fixer la 
bactérie au point dqienuation voulu aurait été trés grande, — 

~Le cobaye, complétement réfractaire a inoculation du 
microbe ordinaire, est tué, en 3 ou 4 jours, par Vinoculation, 
sous la peau, d’une quantité minime de culture virulente + > un 
quart de centimétre cube. 

Le moineau et la souris sont tués par ie aes trés s petites: 
de culture: une goutte suffit a donner la morten 18 a 24 heures, 


La poule est beaucoup plus résistante que le pigeon aux g 


-alteintes de la diphtérie aviaire. . 
I] parait évident que cette grande résistance du poulet pour 


Yinoculation expérimentale a retardé jusqu’é maintenant l'étude 


complete de la maladie. : 

L’inoculation, sous la peau de la poule, d’une dose de culture 
~virulente 4 et 6 fois mortelle pour le pigeon reste ordinaire- 
ment sans effet. 

L’inoculation dans le péritoine n’offre guére plus de garan- 
ties. . 


L’inoculation intra-veineuse est plus souvent suivie de succés: 
encore faut-il injecter une grosse dose, 1 c.c.; dans ce cas_ 


particulier, la mort, quand elle survient, arrive dans les 
3 jours; l’autopsie montre tous les caractéres d’une affection & 
forme septicémique, mais jamais on n’observe les lésions de la_ 
maladie naturelle. Ce n’est que dans quelques Soe certains — 


- inoculés se cachectisent vers le 12° ou 15° jour, et qu’a l’ antopan a 


ore 


on trouve, dans une ou plusieurs des séreuses, les dépdéts fibri- * 


neux jaunatres qui accompagnent généralement l’évolution de — 
la maladie naturelle. 

Jai cherché a exalter la virulence du microbe pour la soulas 
en employant le procédé qui m’ayait si bien réussi pour le- 


BAO 
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pigeon; je me suis seryi pour cela de tout jeunes poussins, : 
élevés par moi a la couveuse artificielle, J’étais ainsi abso- 
lument sur de l’état de santé antérieur de mes sujets” dexpé- a. 
rience. ; oo 


Ces petits animaux se sont montrés aussi résistants & Vino- : 


. 
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his ae 
; 


Pere ae dah a Mai id a al ha Sa eer 


DIPHTERIE AVIAIRE, “ga 


culation expérimentale que les adultes, et, malgré la diversité des 
modes d'inoculation, malgré les tentatives variées auxquelles je 
me suis livré, jamais je n’ai pu fixer absolumentla virulence pour 
le poussin comme je l’ayais fait pour le pigeon, Cette circons- 
tance explique pourquoi, dans tous mes essais de vaccination, 
je me suis servi du pigeon comme animal d’expérience; chez 
lui, en effet, la virulence du microbe n’a jamais faibli. Ces essais, 
aprés avoir supporté l’épreuve rigoureuse du pigeon, ont pu étre 
répétés, a fortiori, sur la poule, en raison méme de la moins 
grande sensibilité de cet animal. 5 


PATHOGENIE 


C’est done avee un microbe a virulence fixe et considéra- 


blement exaltée que j’ai déterminé la pathogénie de la maladie. 
Je suis arrivé & reproduire toutes les localisations graves de — 


cette affection en laissant aux animaux d’expérience le soin de 


s infecter seuls, par l’ingestion d’aliments ou de boissons mélan- ~ 


gés a des cultures virulentes en bouillon-sérum. 

Si les animaux sont jeunes ou peu résistants, comme les 
pigeonnaux, l’ingestion de tels aliments, souillés par les 
agents virulents, détermine chez eux, en 3 ou 4 jours, une 
forme septicémique, 4 marche suraigué. A l’autopsie, tous les 
tissus renferment, en grande abondance, la bactérie spéci- 
fique. Si les animaux sont plus agés, les symptomes varient 
suivant les localisations des lésions qui reproduisent, en tous 
points, celles de la maladie chronique. eis Ei 

On peut observer, dés les premiers jours du régime infec- 
tant, l’apparition dans la bouche ou le pharynx d’une ou plu- 
sieurs plaques pseudo-membraneuses, -qui peuvent, quelques 
jours plus tard, étre éliminées et disparaitre, ou bien étre le 
point de départ d’une lésion proliférante locale, se terminant 
ordinairement par la généralisation du microbe. 

Chez d’autres sujets, on trouve des lésions étendues du 
poumon et des plévres. Les poumons présentent des foyers de 
pneumonie caséeuse, des fausses membranes épaisses, blane 
jaunatre, tapissant les parois pleurales; on en voit parfois, 
méme, recouvrant la muqueuse des sacs aériens. 

Ces altérations sont, sans aucun doute, produites par la 
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contenant les germes virulents. Tt suffit, en effet, d’introduire, 
avec une pipette, quelques gouttes de culture dans la trachée 
pour reproduire, en 5 ou 6 jours, des lésions identiques. 

Le -plus grand nombre, cependant, des animaux mis en 
expérience, présentent au bout d’un temps plus long, 3 semaines 
environ, de la dégénérescence du foie en foyers de nécrose, de 
couleur blanc jaunatre, au début, et présentant, dans les der- 
niers jours de la vie, une belle coloration vert foncé. 

Hixceptionnellement, Vingestion a produit de la péritonite 
avec exsudats trés aboudaae et trés épais, dans lesquels pullu- 
lait agent spécifique. 

Les excréments des animaux ainsi infectés sont virulents, 
et il est trés facile d’en isoler la bactérie. Il suffit de reprendre 
une petite quantité de ces excréments par un peu d’eau steérile, 
et dinoculer un 1/4 de centimétre cube de cette dilution sous la 
paupiére inférieure d’un pigeon: la mort ne survient générale- 
ment pas du premier coup, mais il suffit de reprendre la fausse 
membrane, formée au point d’inoculation, et de recommencer 
Yinjection sur un second pigeon; au bout de 3 ou 4 passages, 
on isole le microbe pathogéne a l’état de pureté. 

La virulence des excréments nous explique pourquoi la 
diphtérie & forme oculaire est si fréquente. En dehors des 
chances nombreuses de contagion directe, les poules et les 
pigeons s’inoculent eux-mémes, grace a Vhabitude qu’ont ces 
animaux de se gratter fréquemment les paupiéres avec-leurs 
doigts souillés. La contamination de l'eau de boisson est assu- 
rée par la chute des excréments dans les bacs ou abreuvoirs, 
ou méme par les animaux malades porteurs de lésions dans 
les premiéres portions des voies digestive ou respiratoire, 

On sait en effet que, pour boire, le pigeon plonge compléte- 


ment le bec dans l’eau; il aspire, alors, une quantité assez 


grande de liquide dans son pharynx, le réflexe de la déglutition 
en introduit une portion dans l’cesophage, une autre est rejetée 
et retourne dans le récipient contenant le liquide, opérant ainsi 
un véritable ringage de la bouche et du pharynx, et, par suite, 


la pollution de eau de boisson. 


Lemode decontamination des pigeonneaux par l’engavement, 
signalé par Mégnin, est absolument confirmé par l’expérimen- 


. 


chute dans la trachée d’une petite quantité d’eau de boisson 
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tation. Toutes les formes ou localisations de la maladie peuvent 
done étre reproduites, expérimentalement, par ingestion de pro- 
duits virulents. 

L’inoculation d'une quantité extrémement petite de culture 
(1 &4 gouttes) dans le péritoine ou la veine de V’aileron dun 
pigeon provoque la mort en 45 ou 18 heures. L’inoculation 
sous-cutanée de 1/8 de centimétre cube l’améne dans la plupart 
des cas. 

Cependant, quelques animaux résistent; il se forme au point 
d’inoculation une masse jaunatre dure, qui se séche & la longue, 
et qui finit par s’éliminer sous forme d’escharre. Je dirai plus 
loin quelle valeur a cette lésion au point de vue de ’immunité, 
Quoi qu'il en soit, ces animaux guérissent et ne présentent plus 
aucun malaise. 

Tout se passe autrement si l’on fait, sous la peau ou dans 
le péritoine, plusieurs injections, a quelques jours d’intervalle, 
d’un microbe peu virulent, celui isolé d’un cas de maladie spon- 
tanée, par exemple; on voit alors l’animal, qui avait paru 
supporter la premiére injection sans malaise, devenir rapide- 
ment malade et présenter toutes les variations symptomatiques 
de Vaffection naturelle. Le plus souvent ce sont les premiéres 
voies respiratoires et les yeux qui sont atteints d’abord, puis, 
rapidement, les séreuses se garnissent de leurs produits fibri- 
neux jaunatres, et la mort survient en 7 ou 8 jours: parfois les 
animaux semblent se remettre, mais la cachexie les saisit et 
la mort survient en 1 ou 2 mois. 

Chez ces animaux, morts tardivement, !’autopsie ne révéle 
rien de particulier, sinon un état trés accusé de maigreur. Le 
sang et les parenchymes ne renferment plus la bactérie spécifi- 
que. 

J'ai pu, en procédant ainsi, obtenir expérimentalement. 
chez le pigeon, mais dans quelques rares cas seulement, des 
arthrites scapulo-humérales et huméro-radiales, bien connues 
des éleveurs de pigeons par les pertes que causent ces localisa- 
tions, surtout chez le pigeon voyageur. 

Il semble donc que, pour triompher de la résistance de 
Vorganisme, il faille soumettre les animaux a une Pesrshs 
intime et protlongée. 

Cette contagion est, en tous sonits, réalisée dans les poulail- 
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lers ou les pigeonniers infectés, ot les animaux sont en rapport 
constant avec les excréments que l’on sait contenir, en abon- 
dance, la bactérie spécifique. coat 

fn résumé, le pigeon s'est montré un animal d’expé- — 
rience trés précieux; il constitue, de ce fait, le réactif de choix 
pour la diphtérie aviaire. C’est sur lui que j’ai fait tous les essais 
de vaccination. 


VACCINATION 


La question de la vaccination contre la dipbtérie aviaire 
a préoccupé, a juste titre, tous les auteurs qui ont étudié cette 
maladie. Tous ont abouti 4 des résultats peu satistaisants, en 
raison méme des difficultés que présente l’étude de cette affec- 
tion, : 
Le mode de vaccination préconisé par MM. Loir et 
Ducloux, et qui avait réussi, entre leurs mains, chez la poule, © 
ne m’a donné aucun résultat chez le pigeon. Bien plus, lesani- __ 
maux gui résistent & une inoculation virulente trés petite, 
comme celle, par exemple, d’un fil virulent, placé en sétonsous 
la peau, ces animaux, dis-je, guérissent leur lésion locale par 
escharre, ainsi que je l’ai indiqué, et, celte guérison achevée, ils 
vont acquis de ce fait aucune immunité; ils succombent aussi 
-réguligrement que les témoins 4 une inoculation plus sévére ;— 
quant a l'interprétation & donner a ce résultat, elle reste encore 
obscure; on pourrait cependant admettre qu'il fallut, pour con- 
férerl’immunité contre ces affections septicémiques, mettre les 
virus atténués directement en rapport avec un trés grand nom- 
bre de leucocytes en les introduisant soit dans la circulation 
générale, soit dans le péritoine; linoculation sous la peau pro- 
duisant, ainsi que je l’ai dit, un travail local de défense, suivi — 
de la mort d’un certain nombre de leucocytes qui doivent, de _ 
ce fait, étre éliminés; Vorganisme n’est done que trés peu 
mfluencé par ces injections sous-cutanées. _ 3 
C’est partant de cette idée que j'ai fait des essais de 
vaccination, en inoculant les virus atténués dans le péritoine. Je _ 
puis dire que, tout de suite, les résultats ont été extrémement _ 
démonstratifs, et m’ont conduit 4 pratiquer un mode de vacci- 
nation que je vais exposer, % 4 
Deux inoculations intrapéritonéales sont nécessaires pour 
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conférer au pigeon une immunité solide contre Vinoculation 
virulente de diphtérie aviaire. 

_L’injection dans le péritoine se fait de la fagon suivante: 
Yopérateur saisit de la main gauche l’animal, en plsgant les 
deux ailes au niveau de lhumérus, entre le pouce et l’index. 
Les trois autres doigts servant 4 maintenir le corps de l’animal 
horizontal. La patte droite est ramenée & la hauteur du bras et 
maintenue également avec le pouce et l’index de la méme main. 
C’est done le flane droit qui se présente & l’opérateur. Ce détail 
a son importance, car, chez les volailles, le flanc gauche est 
occupé, en entier, par le gésier, organe résistant sur ee 
pourrait se heurter la pointe de I’ ee 

Avec la main droite, on Gerache: quelques plumes au Niveau 
de Pabdomen et on enfonce l’aiguille de la seringue au milieu 
de espace compris entre la pointe du sternum et l’ischium. On 
peut enfoncer l’aiguille de 1 centimétre environ, chez le pigeon. 
La blessure de l’intestin est tout a fait problématique; dans les 


quelques centaines dinjections que j'ai faites, je n’ai jamais 


observé le moindre accident. - 3 

La premiére injection est faite avec une culture virulente en 
bouillon-sérum de 24 heures, chauffée 1 heure a 55°. 

A cette température, tous les agents virulents sont tués. 

La quantité a injecter est de 1/2 c¢. ¢. 

La seconde injection, qui se pratique 12 jours aprés la 
premiére, ést faite avec une culture virulente en bouillon-sérum 
de 24 heures, chauffée 1 heure & 50°. Dans cet état, le microbe 
péut encore pousser, sion l’ensemence, mais il est suffisamment 
atténué pour pouvoir étre toléré sans danger. La quantité a 
injecter est encore de 1/2 c. ¢. 

Environ 12 ou 15 jours aprés celte seconde inoculation, 
animal posséde une immunité assez solide pour pouvoir résis- 
ter & Vinoculation sous-cutanée de 1/4 de c. c. de culture 
virulente, dose toujours mortelle. 


Expérience. — 30 pigeons sont mis en expérience le 14 aot 1901; 20 sont 
vaccinés suivant le modus faciendi décrit plus haut, 10 sont conservés comme 
témoins, 

Le 14 octobre, les 30 animaux recoivent sous la peau, chacun 1/4 de 
Cc, dune aunittre virulente de 24 heures, Le 45 octobre, au matin, 9 des 


_ témoinssont morts, le dixiéme meurt le 17, 
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Des 20 vaccinés, 1 meurt de diphtérie aigué, en méme temps que les 
témoins; 4 succombent les 16, 17 et 48 actobre; les 15 autres restent bien por- 
tants. I] s‘est formé, au point de Pe ee: virulente, une escharre qui a 
mis une vingtaine de jours a s’éliminer et toute trace a disparu. Ces pigeons 
ont été placés dans un pigeonnier séparé et, depuis, leur santé est restce 
parfaite. 


Si on considére que jamais, dans la pratique, les animaux 
ne se trouvent dans des conditions de contagion aussi sévéres, 
Vefficacité certaine de ce mode de vaccination apparait nette- 
ment. 

Bien que la saison fit avancée et que la diphtérie ait déja fait 
son apparition dans les poulaillers depuis le milieu de septembre, 
jai voulu de suite essayer ce mode de vaccination sur le poulet. 
M. Detroy, lVaviculteur distingué, s'est empressé de mettre son 
élevage & ma disposition : 77 poulets, nés en 1901, et apparte- 
nant tous a des races de luxe et, par cela méme, d’autant plus” 
sensibles & la maladie, ont subi, les 17 et 23 septembre, les 
2 inoculations : 1 c. c. de chacun des virus. J’ai reconnu 
depuis que ce délai de 6 jours, entre les 2 opérations, était 
insuffisant et je lai porté a 12 jours. 

2 de ces animaux sont morts de diphtérie aigué dans le cou- 
rant du mois d’octobre; j'ai pu faire leur autopsie : 

Ils avaient une quantilé énorme de fausses membranes dans 
le pharynx. Le sang et les parenchymes renfermaient la bacté- 
rie spécifique, celle-la virulente d’emblée pour le pigeon. Les 
75 aulres animaux restants ont été envoyés dans un élevage 
contaminé et abandonnés aux intempéries. 

A la date actuelle, 10 décembre, on n’a pas encore remarqué 
chez eux l'apparition de la maladie. 

Sur les instances d’un autre aviculteur bien connu qui nous 
a puissamment aidé dans nos recherches, M™® Verstraete, au 
chateau de la Chapelle-en-Serval, j’ai procédé, dans son instal- 
lation avicole, 4 la vaccination tardive de cent soixante-cing 
poulets ; je dis tardive, car sur ce nombre une quarantaine d’ani- 
maux présentaient déja du catarrhe nasal, nh symptome de 
Ja diphtérie. 

La vaccination n’a pas paru aggraver immédiatement l’affec- 


tion dont ils étaient porteurs. Nines ferons connaitre quel sera 
leur sort ultérieur. 
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Il me parait évident que la diphtérie aviaire, étant extréme- 
ment commune dans les élevages, surtout parmi les jeunes 
sujets, il est de toute nécessité de procéder a la vaccination 
préventive aussitot que les poussins sont déja assez forts pour 
pouvoir la supporter sans danger. Je .plaze l’épo que la plus favo- 
rable a cette vaccination vers lige de 2 mois. Des poussins, 
élevés par moi et vaccinés & 15 jours, l’ont méme supportée 
sans inconvénients. Les aviculteurs que j’ai cités ont mis, dés 
maintenant, leur élevage 4 ma dispositon pour les essais a faire 
au mois d’ayril 1902, ce dont je les remercie sincerement. 


SEROTHERAPIE 


Dans Vignorance ot nous sommes du mode de production et 
d'action de la toxine du microbe de la diphtérie aviaire, il est 
facile de se conyaincre qu'il ne faut pas songer, du moins pour 
VPinstant, & Pobtention d’un sérum antitoxique. 

‘Cependant l’existence de cette toxine ne peut étre mise en 
doute, puisque la cachexie sans lésions d’autopsie est la termi- 
naison la plus fréquente de la maladie chronique. 

C’est done en vue de produire un sérum préventif anti- 
mierobien que j’ai entrepris immunisation de 2 chevaux suivant 
le modus faciendi employé pour obtenir les sérums anti-micro- 
biens (injections intraveineuses et intrapéritonéales). 


Un de ces chevaux, commencé le 5 avril 1901, a fourni, a la: 
-saignée du 5 novembre, un sérum d'un pouvoir préventif remar- 


quable. Il suffit dinjecter sous la peau du pigeon 4 c¢. c. 
de sérum pour lui conférer une immunité assez solide 
pour lui permettre de résister parfaitement a linoculation, faite 
24 heures aprés, de 1/4 de centimetre cube de culture virulente 
injectée dans le péritoine, procédé d’inoculation aussi sévére que 
Vinjection intraveineuse. 

2c. c. de sérum suffisent, d’ailleurs,.a préserver contre la 


-méme inoculation de controle, faite sous la peau. 


Nous sommes done en présence d'un second mode de 
vaccination active, basé sur la séro-vaccination, méthode dont 
la valeur avait été indiquée par Leclainche pour le rouget du 
pore. ? 
Deux inoculations sont encore nécessaires, mais 4 24 heures 
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Wintervalle seulement; la premiére, qui se pratique sous la peau, 
consiste en une dose de sérum, variable suivant les espéces et 
leur sensibilité 4 ’égard de la diphtérie; la seconde, qui est une 
injection virulente, se fait dans le péritoine, en suivant le manuel 
opératoire que jaiindiqué, 

Le sérum, dont le pouvoir préventif est si évident, s est 
montré thérapeutiquement peu efficace jusqu’a présent. Des 
expériences en cours et qui feront l’objet d’une note ulierreure 
indiqueront la valeur curative de ce sérum. 


CONCLUSIONS 


I. — De tous les animaux de basse-cour, le pigeon est le 
“plus sensible & la diphtérie aviaire. Chez lui, la virulence du 
microbe s’exalte et se fixe par les passages successifs. - 
II. — La transmission expérimentale de la diphtérie aviaire 
peut étre réalisée facilement chez le pigeon, non seulement par 
inoculation, mais aussi par ingestion de produits virulents, en 
_ premiére ligne desquels il faut placer les déjections des malades. 
II, — On peut conférer aux animaux sensibles a la maladie 
une immunité active solide par l’inoculation de virus atténué 
dans le péritoine, Ces injections faites sous la peau ne sont pas _ 
efficaces. 
IV. — On peut obtenir avec le cheval un sérum préventif 
antimicrobien d’une grande efficacité, qui permet de conférer aux 
animaux sensibles une immunilé active par séro-vaccination. 
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DANS LES TOMES XI A XV 


Acide succinique, dosages, XII, 657. 
Agglutination, XI, 277 et 353; — dans les infections 4 ‘pneumoco- 
ques, XIV, 449; — des globules rouges, ath 638; XI, 273. — Méca- 
--——nisme, XIII, 225; — des microbes, XII, 887;— et lisine’: XIE, 642; — 
o> du bacille chuthenncus: XIII, 637; — par Tes substances chimiques, . 
_—s XT, 582; — étude de la substance agg slutinée, a 161; — du bacille 
age ‘@Rberth, XV, 249. Laman: 
pe: Agglutinines, XU, 630. SP nee} 


———.- Allbumines, XU, 471, 


Bae Albuminoides, XH, 547.- . E 
eet - Alcool (monopole de I’), XII, 78... 
- Alcoolisme expérimental, XI, 837. 

Alexines des sérums normaux, XV, 68 et 232. 
y - Amylase, XIII, 523. 
ee Angines & bacilles de Friedlaender, XI, 67: = a bacilles fusifor- 
mes, XIII, 609. . 
re ~ Antihémolysines naturelles, XV, 785. 
a Antispermotoxine, XV, 883. ROR Nhe osge 
ee Antitowines, XIV, 257; — du tube pesgih: XIII, 435; — action 


. antitoxique du carmin, XII, 4126. 
Appareil de contention, XLV, 249; — arécolter le sérum sanguin, 
_XIV, 606." 
Appenticite, XU, 480. ; renee 2 


Arsenic (immunilé vis-a-vis de 1’), XIII, 49, 203, 465. 

Azote du vin, XI, 517; — (fixation de Pr), XI, 1A, 

Bacille aérogéne, XIV, 479. 

- Bacille diphtérique, XI, 254. 

Bacille pesteux, XV, 818. 

Bacille du tétanos, méthode de culture, XIV, 738. 

Bacille typhique dans le cidre, XII, 488 ; XI, 53; XIV, 555 108: — 
des eaux, XV,145,. 

Bacille tuberculens (virulence du), XIV, 723. 

Bacille des voies respiratoires, XIII, 621. rs 

Bactéries de Vintestin, XIV, 750; — lactiques dans le, fromage, 
XY ,-37; ; — diphtériques dans les organes, XI, 596; — (elim lnAlion, des) 
par le rein et le foie, XIV, 415. es 
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Bactéridie charbonneuse, action | sur les sucres, XiV, 233. 
Biéres 4 double face, XIV, 82. 

Blanchiment des cheveux et des pols, XV, 865. 

Bouton d’Alep, X1, 777. 

Cancer (théories parasitaires du), XV, 49. 

Carmin (action antitoxique du), XIII, 126. 

Caséase dans un streptothrix, XV, 279. 

Caséine, agent pyogéne, XIII, 735. 

— Cavité péritonéale (destruction des microbes dans la), XL 767. 
- Charbon du chien, X1V, 15 ; — intestinal, XIV, 794. 
cn Charbon symptomatique, XIV, 202, 513, 590. 
_ Cheveux (blanchiment des), XV, 865. 

Chlorophylles, XIU, 456. 
Chimiotaxie chez le lapin, XV, 615. 

Coccidie de la seiche, XII, 799. ae 

Coccidium, évolution, XI, 545; XV, 319. z 

Coloration (méthodes de), XI, 332. 

Cytase, son état dans le plasma des animaux, XV, 894. 
Cytotoxines, XIV, 369. 

‘Destruction des microbes sous la pean des animaux inet ; 

cinés, XII, 192. 
Diarrhée des jeunes veaux, XV, 417. 


Diastases, lois générales de action, XI, 793; XII, 416; — inorga- _ “e 


niques, XIV, 571. 
Digestion chez les actinies, XV, 352. 
Dinitriles normaux, XI, 161. 
' Diphtérie aviaire, XV, 944. 
Diphtérie dans les organes, XI, 596; — action sur le myocarde, — 


Eaque dinfiltration, XI, 444; — de Paris, XIV, 816; — épura- 
tion, XIV, 632. : “Sine 

Burotiopsis Gayoni, XI, 4. 

Fermentation alcodlique sans levure, XI, 237; — fractionnée, 
XI, 348; — des figues de Barbarie, XIII, 452. . 

Fermentation lactique des corps sucrés, XII, 63. 

Ferment mannitique, XV, 727. 

Ferments de Vamidon,XT, 264. efi 

Fievre jaune, XI, 515; — étiologie, pathologie as here 
XI, 433, 673, 753; XI, 348. 


Hibpre réburvents XII, 305 ; — (immunité contre la), XV, 497. 
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Ff idvre typhoide(immunité dans la), XV, 209; ; expérimentale, XI, 820; 


«= d’origine hydrique, XII, 402, 
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Formol, son pouvoir pénétrant, XII, 447, 
_ Fromages (bactéries lactiques et), XV, 37; — maturation, XH, 400. 
Gangréne gazeuse subaigué, XI, 860, 
Globulolyse, son ee Aniarne: XIV, 492, 656. 
Gonocoque et sa toxine, XI, 609. 
Hémolysine streptoccocique, XV, 880. 
Hémotoxine, action sur l'homme, XIV, 402. 
Hyposulfite de soude, XI, 161. 
Infection par le B. mesentericus, XV, 261; — dans la vaccine et la 


variole, XI, 289. 


Fnmunité vaccinale, XII, 337, et XIII, 841 ; — vis-a-vis de l’arsenic, 
XII, 49, 203, 465 ; — dans l’infection typhique, XV, 209 ; — contre le 
sérum d’anguille, XIII], 406, 779; — de la bactérie charbonneuse ~ 
contre le sérum de rat, XIV, 6414; — des organismes cellulaires, 
XII, 465 ; — vis-a-vis du bacille pyocyanique, XIII, 298 ; — des pigeons 
et des cobayes, XV, 769; — vis-a-vis du bacillus subtilis, XU, 427; — 
(hérédité del’), contre le bacille d’Eberth, XIII,129; — contre ladiphtérie, 
XI, 345; XII, 763; XIII, 262; — contre la fiévre jaune, XI, 753; — 
(études sur r), XI, 865; — contre la fiévre récurrente, XV, 497 ; _ 
vis-a-vis du chancre mou, XV, 928. 

Intestins (bactéries des), XIV, 750. 

Intoxication botulinique, XIV, 769, 

Isomaltose, XIII, 796. 

Jéquirity, XI, 94. 

Lait, éléments minéraux et phosphatés, XI, 541. 

Leucocytose, histoire, XI, 726; XII, 607; — dans la diphteérie, 
XII, 305. 

Leucotoxine et systéme leucocytaire, XIV, 402. 

Levure de biére dans le lait, XI, 720; — accoutumance au galac- 
tose, XIV, 139; — nutrition intracellulaire, XIV, 605 ; — (origine 
des), XI, 156. 

Mais, influence del’ azote nitrique et de l’azote ammoniacal, XIV, 26. 

Maladies des plantes, XIII, 1; — des cygnes coscoroba, XIV, 224. 

Malaria (leucocytes dans la), XI, 891. 

Malaria des bovidés, XIII, 337. 

Maltodextrine, XIII, 728. 

Micelle albuminoide, ses propriétés physiques, XV, 85, 169, 451, 
pio 

Microbes des nodosités des légumineuses, XII, 1, 128; XIII, 145. 
Microbes des régions arctiques, XIII, 558; — isolé de la vase dela 
Seine, XI, 80; thermophiles des eaux thermales, XIII, 500, 788; — 


- saprophytes et pathogénes, XII, 785. 


Be oe XV, 844. i Jones Sen 


see Peste . bovine, XII, 848; XIII, 319; my 165; ~ en. Turque, XIU, 
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\ Moustiques et paludismie, XTH, 436; ORV: rie °% as 
Nitrates, action des. ages has ee eétednu:: bocille “@Eberth, 


XI, 67. ae Tecan Ba peters er akin pce 
~ Nucléines, XII, 361. te AE Sete ORe Pe Recs oS 
Ovules fatrophie des), XIV,: AIS. ai eae Ag, Ci eae 
Oxygene, rdle dans ladgebeitabtion, XIV, ee JUse cee $25G 
Ozéne, bactériologie, XII, 937; XV, 409. Meat Pa es 


sf ‘Paludisme a au Sénégal, XI, 640; — et monstiques, XI, 136; — — ot s 


ules coe ascondante, XU, STA. ANS Gee TE UM Roce oS = 

i Pelade;-XI, 134.00 0 esi Pay 1S Rote sin) eee eee 
agi: + Péripinewmonie, s son microbe, XI 240. eae 

on Peat XL, 737; — (paearenic dans. 18), XIE, 383; — la’ pee a 
Oporto; XH, 865; XLV, 597; —(propagation de la), XII, 708; — (trai- 
tement. de Ja), XI, 84; XI, 663; XV, 818; — épidémie A Djeddah, XI; 
604; — propagation, XIL, 625; — 4 patie! XIV, 132 ; en Mon- 
golie orientale, XII, 833, (0°. — 


596. mf or. 
Phagocy tose du bacille de Koch chez ie pigeon, XU, 126; — PPR a 
la dysenterie, XIV, 813; — dans la cavité Seige abc ‘Xt, 308 ; — dans 

une infection mortelle, XIV, 802. 

Plasmolyse chez des atieiee XI, 501. 
Pneumonie pesteusé, XIU, 385. 

. Pnewinobacille, XIV, 479. . : 

Pneumocoque dans la maladie du sommeil, XIII, 193. 
Poisons rénaux, XIV, 49. q ; 
Proenzymes, XM, 407. ; 
Propylglycol, combustion | biologique, XI, 600. . 
Protéolyse chez Vaspergillus niger, XIV, 60 et 420. 
Pseudo-rage chez un malarique, XIV, 16, 

Pseudo-tuberculose, X1, 909, 

Putréfaction, XU, 85 A 

Rage, XIV, II. 

Rats (microbe pathogéne pour les), XIV, 193. 
Réflexes non nerveux (classification des), XV, 634, 

" Résorption des cellules, XII, 737. 
Rhumatisme articulaire aigu, XI, 845. 

_. Saccharification de Vamidon, XII, 665, 731, 706, eee 

. Sang et bile des anguilles et des vere: ‘XI, 810, — : ree ; 
Sarcine pathogéne, XII, 358. : NT Sea 
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‘ Seborrhée grasse et pelade, XI, A34.. PE i [Syed Po 

E. Septicémie des veaux, XT, 523. as Riven ete Wary eaten oe 

y Sérodiagnostic, XI, 4; 37, 670. Be ey RR) ae erst 

= ‘Sérothérapie.de la seplicémie gangréneuse, xy, 4 de ta fibers 

x jaune, XI, 753. Awa) 

Ss Sérum (action sporicide du), XI, ANT: XV, 266. s : 

e Sorbose, production biochimique, XU, 383. + ® ao STS eae nee 
a Spirillose des oies, XIII, 529. Selina Rae re 
Sérum antidiphtérique, XI, 696; — antihématique, XLV, 297 ; 
anticoagulant, XV, 129; — antistreptococcique, XI, 177 ; lal a: ae 
i - tique, XV, 303; — hémolytique, XIV, 257 et 378; — aenhrotaxtaen ice 

= XV, 17; — névrotoxique, XIV, 686; — préventif contre le rouget, 

Be. XI, 481. spe 
ag Sensibilisatewrs des sérums, XV, 289. eS 

—— Septicémies emcrebamaiss. XI, 342; XV, 734. | . 
Spermotoxine et anlispermotoxine, XIV, 4, 577; XV, 883. ae ate 


Statistique de l'Institut Pasteur de Paris, XI, 336; XII, 301; XIII, 
518; XIV, 437; XV, 445; — d’Alger, XIV, 190; — de l'Institut 
d’Athénes, XII, 404; — de l'Institut de Rio de Janeiro, XII, 541; — de 
la station de Tiflis, XI, 790. 
Stérilisation des eaux par l’ozone, XII, 344. Beg 
Streptothrix pathogéne, XIII, 841. 
Tétanos cérébral, XII, 225. 
-Tétards (action des microbes sur le développement des), XV, 630. ; 
Tissus (étude chimique des), XV, 397. Ke 
Toxines et antitoxines du tube digestif, XII, 435; — (constitution ae, 


4 des), XIII, 581; — (influence de l’organisme sur les), X, 801; XI, 84, 
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a Toxines chimiques, XI, 161. 

e Toxine diphtérique, sa constitution, XIII, 568 et 801; XII, 26; — 

; surles muqueuses, XI, 210; — préparation, XII, 7014. h, 


| Toxine tétanique, XIII, 464; XI, 591. 

ee Tricocéphale dans V’appendice iléo-coscal, XV, 440. 

a: Tristeza, XV, 121. 

ae Trypanosome des rats, XV, 673. 

Trypsine et antitrypsine, XV, 737. 

Tuberculose pisciaire, XLV, 535. 

Tuberculose pulmonaire et tuberculose aviaire, XII, 561. ; 
Tyrosinase, XV, 593; — dans un bacille pyocyanique, XV, 817. im 
Ulcére de Py cineu. XI, 784. : a 
Bess Vaccin (action du sérum sanguin sur le), XTV, 102. a 
Vaccination peels dans ae XII, G37 et XIII, 82. 


_ Vaccine expérimentale, XV, 161. 
~ Vagin (purification spontanée); XV, 842. pags. * 
- Venins (immunisation contre ie, XII, 4, 343; — altérations: 
Be i lenidnes quils produisent, XII, 369; — - des serpents, XII, 510. 5 ‘ 
-Verruga du Pérou, XU, 594. cae 
Vibrions dans l’organisme, XII, 273. 
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- Virus rabique dans le cerveau, XII, ae — (action dela biles sur rie), x . 
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